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problemi ¢6ziime kavusturuldu.

TURKIYE’DE YETISTIRILEN BAZI ZEYTIN ( OLEA EUROPAEAL.)
KULTIVARLARINDA POLIMORFIiZMIN ARASTIRILMASI VE

BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

(TEZ DANISMANI:YRD. DOC. DR. FATIH COSKUN)

Bu galismanin amaci, Tirkiye'de yetisen ve ¢ogunlukla yag ve sofralik
zeytin {iretiminde kullanilan bazi zeytin gesitleri (Olea europaea L. cv. Gemlik ve
Olea europaea L. cv. Celebi) arasindaki filogenetik iliskileri anlamak, genomik
DNA bolgelerindeki niikleotit varyasyonlarim degerlendirmek ve

potansiyel polimorfik b&lge analiz edilerek zeytin kiiltiirleri arasindaki gesitliligi

Iki zeytin gesidine (Gemlik ve Celebi) ait 16 6rnegin total genomik DNA’s1
fenol-kloroform-izoamilalkol protokoliine gore izole edildi. 16 Srmegin nrDNA
ITS bélgeleri ile soguk stresini indiikleyen protein / dehidrin genine benzedigi

varsayilan ve DK31 olarak adlandirilan bélgesi c¢ogaltildi ve dizilendi. Bu
ITS balgeleri kullanilarak elde edilen agaglarin dallanma modeli tam

olarak belirlenemedi. Buna ragmen kullanilan yeni markir (DK31) zeytin

cesitlerini ayirmak i¢in yeterli miktarda polimorfizm olugturdu ve politomi

ANAHTAR KELIMELER: Olea europaea L., ITS, DK31, filogenetik analiz



ABSTRACT

POLYMORPHISMS RESEARCH AND PHYLOGENETIC ANALYSIS OF
SOME OLIVE CULTIVARS (OLEA EUROPAEA L.) GROWN IN
TURKEY
MSC THESIS
KADRIYE GUVEN
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR:ASSIST. PROF. DR. FATIH COSKUN)
BALIKESIR, AUGUST 2013

The purposes of this study, are to understand of phylogenetic relationships,
to evaluate of variations in genomic DNA regions and to determine varieties
between olive cultivars by analyzing some potential polymorphic region from
some olive oil and table olive cultivars (Olea europaea L. cv. Gemlik and Olea
europaea L. cv. Celebi) growing in Turkey

Total genomic DNAs of 16 olive samples belonging to two olive cultivars
(i.e., Celebi and Gemlik) were isolated using phenol-chloroform-isoamyl alcohol
procedure. ITS nrDNA region and stress-inducing protein/dehydrine alike
putative gene, DK31, were amplified and sequenced. Phylogenetic analysis of
these sequences were performed.

Branching patterns of ITS nrDNA trees were not determined exactly.

However, the new molecular marker, DK31, displayed sufficient polymorphism to

distinguish the olive cultivars and the polytomy problem was resolved.

KEYWORDS: Olea europea L., ITS, DK31, phylogenetic analysis
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1. GIRIS

Zeytin ( Olea europaea L.) ; Oleaceae familyasinda yer alan, yaklagik 20-25
tiire sahip, en erken kiiltiire alinan, yaprak dékmeyen, yavag biiyiiyen, kuraklik
stresine duyarli ve tahmini 500 yil gibi son derece uzun yillar yagayan bir aactir [1].
Oleaceae familyasinin tarimsal olarak en énemli tiiriidiir. Zeytin agacinin yapraklari,
yagl ve meyvesi besleyici, tedavi edici ve kutlamalardaki kullanimiyla zengin bir

tarihe sahiptir [2].

Anadolu'da yetistiriciligi yapilan bir¢cok zeytin (Olea europaea L.) cesidi
bulundugu halde bunlarin morfolojik ve biyolojik ozellikleri heniiz tam olarak
belirlenmis degildir. Bunlardan ¢ok az bir kisminin 6zellikleri belirlenmis oldugu
halde, bunlarin da i¢lerinde genotipik veya fenotipik nedenlere bagli varyasyonlarin
oldugu gozlenmektedir. Giinlimiizde bu tiir problemlerin ¢6ziimiinde molekiiler

sistematik ¢alismalarinin dnemli katkilar sagladig: bilinmektedir [3].

Taksonlarin ntDNA ITS bélgeleri; uzun zamandir bitki taksonlari arasindaki
alt diizeydeki filogenetik iliskilerin ¢ahisilmasinda temel bir veri kaynadi olarak
kullanilmaktadir [4]. Bitkilerdeki genetik cesitliliginin ortaya konmasinda, bitki
tirleri arasindaki taksonomik ve filogenetik iliskilerin dogru bir sekilde
belirlenmesinde bagartyla kullanilmaktadirlar. Polimorfizmleri ortaya ¢ikarma
ozelligi ve kolaylikla ¢ogaltilip dizilenebildiginden angiospermlerin filogenetik
analizinde biiyllk capta kullanilmaktadirlar [5]. Niiklear ribosomal DNA’nin
filogenetik kullanimi genis bir taksonomik alan kapsiyor olmasina ragmen; bazen
uzak veya yakm iliskili cinsler arasindaki iligkileri anlamada olduk¢a yetersiz
kalmaktadir. Bu durumda; bitki filogenetik ¢alismalari i¢in kullanilan birkac¢ evrensel
molekiiler markira ilaveten, yeni gen markirlari rezolasyonu gélistirmek ve dogru bir
bitki filogenetik olusum icin oldukga biiyiik tneme sahiptirler [6]. Bu ¢alismanin
amact, Tiirkiye’de yetisen ve cogunlukla yag ve sofralik zeytin tiretiminde kullanilan
bazi zeytin ¢esitleri (Olea europaea L. cv. Gemlik ve Olea europaea L. cv. Celebi )

arasindaki filogenetik iliskileri anlamak, genomik DNA bélgelerindeki niikleotit
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varyasyonlarini degerlendirmek, gesit i¢i filogenetik iligkileri aydinlatmak ve daha

sonra gergeklestirilebilecek galismalara saglam bir zemin olusturmaktir.

1.1  Oleaceae Familyasmim Morfolojik Ozellikleri

Her dem yesil veya yari-yaprak doken agaclar ve calilardir. Dallar; 0.5-2 m
uzunlugunda, ince, dik ya da yayilmis, koseli, koyu yesil ve plirlizsiizdiir. Yapraklar
alternat, 3 parcacikl, nadiren 1, ovat, dikddrtgen veya dikdortgen-spatula, 0.7-2(-3)
cm, genis, kama seklinde, siliolat. Cicekler; hipogin ve tetramerdir (genellikle 2
stamenli, yalnizca birkag tiirii 4 stamenli). Temel ¢igek durumu kiméz, kisa lateral
kollarda 2-5 gigeklidir. Kaliks; 5 loplu, can sekilli ve dislidir. Korolla; aktinomorfik
ve genellikle simpetalus, sari, parcalart 12-15 mm capinda, 5 loplu, loplar
dikdortgen, nadiren tiipten daha kisadir. Meyve; kiiresel, 7-9 mm, parlak siyah veya

koyu mavi-morumsudur [7-8].

1.2 Olea europaea L. Tiiriiniin Morfolojik Ozellikleri

Zeytin genis bir taca sahip, uzun 6miirlii ¢alilar ya da agaclardir. Genellikle
sik budakl1 gévde ve diizgiin yuvarlak dallar ya da sik dallanmis, 2 m uzunlugunda, 4
koseli dikenli dallara sahip galilar; dallar lepidot, gri; tomurcuklar gok kiiciik, lepidot
ince tliylii grimsidir. Yapraklar mizraksi, kisa sapli, yaprak kenarlari alt yiizeye
dogru hafif kivrimli, yaprak ucunda sivri bir ¢ikinti bulunur. Yaprak iisti tiiysiiz, alt
yogun olarak giimiisi-lepidotdur. Panikula; yapraklardan daha kisadir. Cigekler
beyaz, kokulu, 3-4 mm’dir. Kaliks; kiigiik, kisa tiiplii, 4 loblu, genellikle kisa veya
genis bir sekilde liggen acilidir. Korolla; simpetalus, kisa tiiplii, valvat ya da bazen
birbirine ge¢mis durumdadir. Stamenler; 2 tane, korolla tiipiiniin tepesine bagl,
filamentler kisa, anterler elipsoid, eksertus ve lateral bir sekilde kendiliginden acilir.
Ovaryum; Ust durumlu, sise sekilli veya konoid, 2 gdzlii, her bir lokusta birbirine

baglt 2 oviilll, stilus genellikle kisa, stigma terminal, 2 loblu ya da degil. Sert



cekirdekli meyve; 0.5-4 cm boyutunda, 1 tohumlu, endokarp genellikle dayanikli,
mezokarp siklikla ince ya da kalin ve etli, 6nce yesil olgunlastiktan sonra koyu mor

veya siyah renge déner [7, 9-10].

1.2.1 Olea europaea L. Tiiriiniin Sistematikteki Yeri

Zeytin (Olea europaea L.); niiklear ve organel genomik dizilerinin ¢ogu
bilinmeyen Asterid kladi i¢cinde yer alan, 30 cins ve 600 tiirden olusan monofiletik
Oleaceae familyasima ait kiiltiirii yapilan bir tiirdiir. Morfolojik ve cografik dzellikler
temel alinarak yapilan revizyon ¢aligmalarina gore: alt1 tiir igerdigi tespit edilmisgtir.
Yabani zeytin (Olea europaea subsp. europaea var. sylvestris) ve kiiltiirii yapilan
zeytin (Olea europaea subsp. europaea var. europaea) alt tiir europaea’nin iki farkli

formudur [10-13].

Regnum Plantae /Vegetabile
Divisio : Spermatophyta
Subdivisio : Angiospermae
Classis Z Magnoliopsida
Subclass Asteridae

Ordo : Lamiales

Familia : Oleacea

Genus : Olea

Subgenus Olea europaea L.




1.2.2 Olea europaea L. Tiirii ve Diinya Uzerindeki Yayihsi

Zeytin (Olea europaea L.); Oleaceae familyasinin tarimsal olarak en énemli
tiirll ve cok cesitli cevresel kosullara kolaylikla uyum saglayabilen bir agagtir [14-
15]. Kiiltiire edilen bu tiir; vejetatif tireme, kiiltiir-yabani formlar arasindaki rastgele
¢aprazlama yontemi ile c¢ogalirlar, Zamanla olugsan mutasyon birikimleri ve
caprazlama yontemleri cesitliligin artmasina yol agar. Bundan dolay1 gogu zeytin
cesitleri lokal bir orijine sahiptirler. Lokal orijinlerinden dolayi, spesifik zeytin

cesitleri 6zel cografik bolgelerde dogal olarak yetistirilmektedirler [16-17].

Diinya ¢apmda 800 milyondan daha fazla zeytin agaci yetistirilmektedir.
Uluslar arasi zeytin konseyinin raporlarina gére: tahmin edilen yaklasik 10.000.000
hektarlik Diinya Zeytin Kiltiiriintin  yaklasik %97°sini  Akdeniz  lkeleri
olusturmaktadir [11]. FAQ’ya gore: Akdeniz iilkeleri diinyadaki zeytinin
%90’nindan daha fazlasini {iretmektedirler. Buna gére de: Ispanya, Italya,
Yunanistan, Tiirkiye, Tunus, Fas, Suriye ve Portekiz gibi iilkeler diinyanin en biiyiik

zeytin Ureticileridir [15].

Zeytin bitkisinin birkag bin yildir Akdeniz Havzasi’'nda devamli olarak
bulundugu ve uzun zaman &nce kiltiirlestirildigi ¢esitli c¢alismalar yoluyla
dogru]anfnlstlr [17]. Bu nedenle zeytinin Akdeniz Bdlgesi’'nin tipik ve yaygin
agaclarindan biri oldugu kabul edilmektedir [18]. Yine de cografi olarak kikeni hala
net degildir. Kiiltiir formlarmin yabani Mediterran zeytininden ko&kenlendigi
diistiniilmektedir ve insan yer degistirmelerini takiben biitiin Akdeniz {ilkeleri
etrafina dagilmistir. Bartolini ve ark. (1998), 3000°den daha fazla farkli ismiyle
yaklasik 1200 c¢esit zeytin iceren ve 24 iilkede yer alan 79 tane zeytin
koleksiyonunun varligini rapor etmislerdir [15]. Fakat bu sayinin ¢ogu lokal kiiltiir
ve ekotip bilgi eksikliginden dolayr daha yitksek oldugu diisiiniilmektedir. Bu
kiiltiirlerin g¢ogu Italya (538), Ispanya (183), Fransa (88) ve Yunanistan (52) gibi

Giiney Avrupa iilkelerinden tliremistir [11].

Tiirkiye’de yetisen zeytinin asil yayilig alanlart Marmara, Ege ve Akdeniz
bolgeleridir. Yine de Gliney Anadolu ve Karadeniz bdlgelerinde de az da olsa yayilis

gostermektedir. Tirkiye'nin bu bolgeleri igine alan yayihig alanlarinda yaklagik



olarak 100 lokal zeytin kiiltiiriine sahip oldugu cesitli arastirmacilar tarafindan

tahmin edilmektedir [19].

1.2.3 Olea europaea L. Tiirii Uzerine Yapilan Molekiiler Sistematik

Cahsmalar

Son yillara kadar zeytin gegitlerinin tanimlanmasi yalnizca morfolojik ve
agronomik Ozelliklere bagli olarak yapilmaktaydi. Zeytin c¢esitleri arasindaki
cesitlilik; yaprak sekli, rengi ve meyve morfolojisindeki farkliliklar degerlendirilerek
belirlenmigtir. Morfolojideki farkliliklarin kolay elde edilmesi, ileri teknolojik gereg
gerektirmemesi ve fenotiplerin dogrudan Olgiilmesi gibi avantajlari vardir. Bu
avantajlarma ek olarak; morfolojik ve fenolojik markirlar cevresel bagimhilik ve
kiigiik sayida polimorfizm taramasi gibi dezavantajlara da sahiptirler. Ayrica
fenolojik &zelliklerin birkagi yalnizea zeytin meyvesi veya zeytin agaci olgunlagsma
dénemine girdiginde elde edilebilirler [9, 15]. Yine de Contini ve ark. (1999), farkli
bilinen ve bilinmeyen zeytin cesitleri arasindaki ve kendi aralarindaki genetik
cesitliligi degerlendirmek icin yaprak, meyve ve meyve gekirdegi gibi morfolojik

karakterleri kullanmislardir [14].

Zeytin germplasminda olduk¢a fazla genetik gesitliliginin gozlenmesi ve
zeytin cesitlerinin sinonim isimleri arttiindan hizhh ve etkili ayirma teknikleri
gerekmektedir [9, 15]. Zeytin (Olea europaea L.) agirlikli olarak allogamdir. Bu
durum yiiksek diizeyde heterozigosite ve bireyler arasinda gozlenebilen DNA
polimorfizmine yol acar. DNA markirlarinin kullanimi zeytin cesitleri arasindaki
DNA polimorfizm diizeylerini veren pratik metotlardan bir tanesidir [3]. DNA
temelli markirlar; Olea europaea tiirlerinin revizyonu, germplasm karekterizasyonu,
ireme programlar: gibi hem teorik hem de uygulamali arastirma alanlarinda genis
capli kullanilmistir [18]. Molekiiler markirlar; zeytin gesitlerinin tanimlanmasi,
kokenlerinin belirlenmesi ve zeytin yagi pazarlamacilifinda ki sahtekarciligin
tespitinde kullanilabilmektedirler. Molekiiler markirlar araciligiyla kiiltiirler
arasindaki genetik cesitliligin dagilimi ve miktarint anlamak arastirilan cogu zeytin

agaclt icin ana hedeftir [10, 17, 20].



Loukas ve Krimbas (1983), zeytinin kiiltiire edilmesi ile ilgili ¢aligmalara

agiklik getirmek igin ilk olarak izozimler ile ilgili ¢alisma yapmistir [17]. Ayrica
izozimler zeytin gesitlerinin tanimlanmasi amaciyla kullanilan ilk molekiiler markir

olma &zelligi tasimaktadirlar [10].

RAPD molekiiler markir teknigi kullanilarak yapilan, zeytin gesitlerini
ayirmaya dayali ilk calisma Fabbri ve ark. (1995) tarafindan yayinlanmistir. Bu
¢alismada zeytin gesitleri iki ana gruba ayrilmigtir. Gruplardan biri yag iiretimi igin
yetistirilen kiiciik meyveli cesitleri, diger grup ise; bilyilkk meyveli ¢ekirdekleri
icermektedir [14]. Diinya Zeytin Germplasm Bankasi’ndaki 200°den daha fazla gesit
farkli birka¢ RAPD primerleri kullanilarak karakterize edilmistir [17]. Zeytin
germplasm zenginligi, referans eksikligi ve kiiltlir formlarinda yapilan yanhsliklar
cesitliligin smiflandiriimasini zorlastirmaktadir. Bu problemlerin iistesinden gelmek
amaciyla son 15 yilda farkli molekiiler markirlar kullanilarak kiiltiir formlarinin
tanimlanmasi amaciyla gesitli ¢alismalar yapilmigtir. RAPD bu amag¢ dogrultusunda
kullanilan ilk molekiiler teknik olma 6zelligi tagimaktadir. Bu yéntem ayni zamanda
i¢c ve dis kiltiir cesitliligini degerlendirmek i¢in kullanilmistir., RAPD calismalari
sayesinde bdlgesel ve Akdeniz bélgesi diizeyinde var olan genis genetik gesitlilik

ortaya cikartlmistir [18].

Wallander ve Albert (2000), zeytin kloroplast riboloz 1,5-bifosfat karboksilaz
genine ait genis alt initesinin bir kisminin dizisini Oleaceae familyasinin sistematik
pozisyonunu belirlemek ve diger cinsler ile karsilagtirmasimi yapmak igin
kullanmiglardir. Benzer sekilde Olmstead ve ark. (2000), zeytin kloroplast ndhF

genini filogenetik calismalar i¢in dizilemiglerdir [17].

Green ve Wickens (1989); Vargas ve ark. tarafindan yapilan (2001)
taksonomik revizyon caligmalarma gore; Olea’nin ¢ok sayida tiir ve alt-tiir iceren
zengin bir cins oldugu diistiniilmektedir. Son yillarda AFLP, RAPD, ISSR, tekrar
DNA dizi analizi ve kloroplast-mitokondrial DNA polimorfizm analizlerini iceren
birkag molekiiler calisma Olea wve kiiltire edilen zeytin ﬁlogenisiniﬁ

aydinlatilmasinda biiyiik katki saglanistir [21].

Genetik cesitliligi degerlendirmek amaciyla kullanilan RAPD ve RFLP gibi
iki teknik, niiklear DNA’da ki polimorfizmleri ortaya ¢ikarmak igin Besnard ve ark.

(2001) tarafindan uygulanmigstir. Prob olarak zeytine ait intergenic Spacer (IGS)
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bolgeleri kullanilarak rDNA varyasyonlart caligilmigtir [22]. RFLP’nin diger
molekiiler teknikler ile kombinasyonu zeytin ¢esitliligi arastirmalarinda biiyiik ¢aplt
kullanilmistir. Besnard ve ark. (2002), RFLP teknigini PCR ile birlestirerek zeytin

kloroplast DNA cesitliligini analiz etmislerdir [15].

ISSR  markirlarina dayali yapilan c¢alismalarin, zeytin meyvesi ve
yapraklarinin tanimlanmasinda kullanilan filogenetik iliskilerinin
degerlendirilmesinde etkili oldugu sonucuna varilmigtir. ISSR markirlar; hem Olea
europaea L. tiirleri icindeki filogenetik analizlerde hem de kiiltiire zeytin formlarinin
tanimlanmasinda uygulanmistir. Vargas ve Kadereit (2001) tarafinda yapilan bir
calismada, Iber Yarimadasi’nda ki birkacg zeytin populasyonunun yabani durumlan
dogrulanmistir. Bu markirlar ayn1 zamanda 10 adet Italyan zeytin gesidini ayirmada

basariyla kullanilmigtir [15].

Belaj ve ark. (2003) tarafindan RAPD, ISSR ve AFLP’yi karsilagtirmak i¢in
yapilan c¢alismada; zeytin kiiltlir genotiplerinin ayrimi igin ¢esitli tekniklerin
kapasitesini degerlendirme hedeflenmistir. Bunun sonucunda; Iki dominant markir
sistemi olan RAPD ve AFLP’nin kolaylikla karsilastirilabilir oldugu bulunmus ve
sonra ki ¢caligmalar icin en etkili yontem olarak degerlendirilmis ve kullanilmiglardir
[20]. Rubio de Casas ve ark. (2006), AFLP teknigi ile yapilan filogenetik
calismalarla Avrupa ve Afrika’da tanimlanan O. europaea’yr, monofiletik bir grup

olarak tamimlanuslardir [18].

Reale ve ark. (2006), Avrupa ve Avusturya’dan toplanan 65 zeytin drnegi
genotipi igin SNP markirlarint kullanmislar ve kiiltiirlerin %77°sinde net bir ayrim
gozlemlemiglerdir. Arastirmacilar Genbank veri bankasinda ki mevcut zeytin gen
dizilerinden ve SRAP (sequence-related amplification polymorphism) metodu
kullanarak rastgele 6rneklerden SNP markirlart gelistirmiglerdir [15]. Hem dizi
temelli hem de zeytindeki 8 adet SNP’yi tanimlamak i¢in rastgele bir ydntem
kullanmiglardir. Parmak-izi yonteminden elde edilen dizileri dizilemisler, birkag
zeytin kiiltiir formunu spesifik primerler ile cogaltmislar ve sonra polimorfizm tespiti

icin karsilagtirma yapmislardir [18].

Zeytin genomunda yer alan retrotranspozon benzeri elementlerin varlig;

2001 yilinda Hernandez ve arkadaslari tarafindan yapilan zeytinin kiltiir formlarinin
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tanimlanmasi amaciyla kullanilan SCAR yontemi sirasinda ortaya g¢ikarilmistir.
Retrotranspozonlarin zeytin genetik kararsizligi ve genom evriminde &nemli bir rol
oynadiklar1 kabul edilmektedir. Retrotranspozon dizileri molekiiler markir

olusturmak i¢in 2007 yilinda Natali ve ark. tarafindan kullanilmistir [15].

Genetik analiz icin niiklear mikrosatelit markir kullanimi zeytinde uzun
zamandir var olan bir durumdur. Bu uygulama kloroplast ve mitokondri genomlarini
da icine alacak sekilde genisletilmistir. DNA amplifikasyon teknolojisine dayali
birkag markir genetik c¢esitliligi yapilandirmak igin kiiltlir zeytinleri arasindaki

genetik iliskileri aragtirmaya yonelik kullanilmaktadir [23].

Ulkemizde yetisen Olea europaea L. tiiriine ait cesitler hakkinda DNA
dizilerine dayali olarak yapilmig (ITS5A, ITS4 ve polimorfik gen bdlgesi) herhangi
bir molekiiler filogenetik ¢alisma mevcut degildir. Olea europaea L. cv. Gemlik ve
Olea europaea L. cv. Celebi gesitlerine ait, iki farkli lokasyondan toplanan iki ceside
ait 16 Grnegin segilen gen bdlgesi (ITS ve DK31) agisindan polimorfizm analizi

yapildi ve bunlara dayali filogenetik agaclar olusturuldu.

1.2.4 Olea europaea L. Tiiriiniin Ekonomik ve Tibbi Onemi

Zeytin gesitleri temel olarak yaglik ve sofralik olarak degerlendirilirken;
yaklagik olarak %90°nindan daha fazlasi yag, geriye kalan yiizdelik kismi da sofralik
zeytin amagli yetistirilmektedir [11]. Insanoglu zeytinin meyvesinin yani sira
zeytinyagindan kozmetik sanayide ve tip alaninda da yiizyillardir faydalanmaktadir.
Ayrica odunu eskiden direk ve kapt yapiminda kullanilirken, giiniimiizde kanal
yapiminda cogu zaman tercih edilmekte ve tohumlart da tesbih yapiminda

kullanilmalktadir,

Zeytin, Olea europaea L., diinyanin en Onemli ekonomik bitkisinden
biridir. Diinyada 37 iilkede ekonomik anlamda zeytin iiretimi yapilmakta ve 9.8
milyon hektar diinya zeytin iiretim alanlarinin %95%inin Akdeniz bélgesinde yer
aldig1 goriilmektedir [9]. Zeytinin ekonomik anlamda yetistiriciligi yapilan 37 iilke
arasinda Tiirkiye bilyiik bir dneme sahip ve zeytin cesitliligi agisindan oldukga

zengindir. Ulke i¢in dnemli bir gelir kaynagi ve ekonomiye biiyiik &lctide katki




saglamaktadir [24]. Zeytin Tiirkiye’de biiyiik ticari Sneme sahiptir [19]. Tiirkiye
zeytinyaginin biiyiik bir kismimi ihrag eder [19]. FAO tarafindan yayinlanan
istatistiklere g&re; Tiirkiye diinyada zeytinyagi iiretiminde Ispanya, Italya ve
Yunanistan’dan sonra dordiincii sirada yer almaktadir. Ana zeytinyag: iireticileri
Avrupa iilkeleri olmasina ragmen, Tiirkiye de yaklagik 160000 tonluk zeytinyagi
tiretimi ile bu pazarda yer almaktadir. Tiirkiye bu ihracatin yaklasik 38000 tonluk bir
kismint karsilamaktadir [2, 11, 19]. Ayrica sofralik siyah zeytinin %80°1 Tiirkiye’de
tiretilmektedir. Tiirkiye taze zeytin iiretiminde dordiincii sirada yer almaktadir ve
sofralik zeytin iiretiminde Ispanya’dan sonra en biiyiik ikinci iiretici konumundadir

[2, 19].

Zeytin gogunlukla meyve mezokarpinda yag biriktirir ve yag icerigi total
mezokarp agirhiginin %28-30"una kadar ulasabilir [12]. Bu sebeple yag elde etmek
icin meyveyi belirli iglemlere tabi tutmak gerekmektedir. Zeytin meyvesindeki
metabolitler ve yag elde etmek i¢in meyvenin islenme prosesi esnasinda olusan
déniisiimler sayesinde, zeytinyag1 dogal aromasina kavusmaktadir. Dogal zeytinyagi;
hicbir kimyasal ile miidahale edilmeden elde edilen, organik ve besinsel

ozelliklerinin disinda dogal bir meyve suyudur [25].

Zeytinya1 essiz bir acil kompozisyonu gésterir. Linoleik (C18:2), palmitik
(C16:0), stearik (C18:0) ve linolenik (C18:3) minor bilesenler olarak temsil ediliyor
iken; oleik total yag asitlerinin %75-80’ine kadar ulasabilmektedir. Oleik asit
zeytinyaginin %55-83"linii kapsayan 6nemli bir yag asididir. Linoleik asit ise; %3.5-
21’lik kismi kapsamaktadir. Yag asitleri ve aromatik 6zelligini saglayan minor
bilesenler zeytin yagini diger bitkisel yaglar arasinda essiz yapan iki temel bilesendir
[2, 12]. Birka¢ minor bilesenin (beslenmede kullanilan diger biitiin sebze yaglarindan
zeytinyagini farkli kilan) insan saghg iizerinde dnemli etkileri oldugu goriiliir.
Sekoiridoid olarak isimlendirilen bu bilesenler zeytin fenoliklerinin en onemli
smnifint temsil eder ve yalmzca Olea europaea L.’yi iceren Oleaceae familyasinda
meveuttur [18]. Zeytinyagt acil kompozisyonu; ¢esitleri arasinda da Snemli derecede
cesitlilik g&stermektedir [2, 12]. Yag asitleri ve tokoferoller; dogal zeytinyaginin
besinsel, teknolojik ve oksidatif kararlilik gibi 6zellikleri ile yakindan ilgilidirler.
Fenolik bilesikler; ugucu zeytinyaginin kalitesi, besinsel degeri, teknolojik ve

organoleptik dzellikleri agisindan oldukga dnemlidirler. Ileride tarimsal iiretim icin



optimal dengeyi belirlemede yardimci olacak énemli bilgilerden bir tanesidir [25].
Tim bu degerli ozelliklerinden dolayr zeytinyagi; farmasétik, endiistriyel ve

tiiketiciye 6zel bazi amaglar icin kullanilmaktadir [12, 23].

Bitkisel caylarin saglikli yasam iizerine biiyiik bir etkisi oldugu yoniindeki
calismalar biiyiik ilgi gormektedir. Bundan dolayidir ki; zeytin yapraklar ile ilgili
caligmalar artmis ve ¢esitli caligmalarda zeytin yapraklarmnin antioksidan,
hipoglisemik, anti-hipertansiyon ve antimikrobiyal etkilere sahip oldugu
gosterilmigtir. Zeytin yapraklari; hipertansiyon, kardiovaskiiler hastaliklar ve
hiperlipidemi gibi hastaliklara kars1 koruma ve iyilestirme etkisine sahiptirler. Ayrica
diyabetik hiperglisemi, hipertansiyvon ve enfeksiyon hastaliklarinin tedavisi igin tibbi

bir bitki olarak da kullamlmislardir [2].

1.3 Molekiiler Sistematik

Molekiiler sistematik; filogenetik iliskileri yeniden olusturmak i¢in molekiiler
verileri iceren bilgilerin kullanimi olarak tanimlanabilir [26]. Ozellikle daha énceden
bilinen ve klasik taksonomik y&ntemlerle ¢6ziime kavusturulamayan birgok
sistematik problem, molekiiler verilerden elde edilen bulgular sayesinde
cozlilmektedir. Molekiiler bitki sistematigi calismalarinda hem niiklear hem de
organelar genom molekiiler veri kaynagi olarak kullanilabilmektedir. Mitokondri
DNA’s1 oldukca degisken oldugu icin sistematik calismalarinda genellikle potansiyel
bir veri kaynagi olarak ihmal edilmektedir [27]. Bitki tiir diizeyindeki filogenetik
analizlerin biiyiik ¢ogunlugu kodlama yapmayan cpDNA, nrDNA internal
transcribed spacer (ITS) bélgesine (ITS1, 5.8S ve ITS2) dayali olarak yapilmaktadir.
Bu bolgeler diisiik taksonomik diizeylerde oldukca degisken ve evrensel primerler

kullanilarak kolaylikla ¢ogaltilabilmektedirler [28-29].

Kloroplast DNA’st yapisal olarak kararli, haploid, rekombinant degil,
genellikle angiospermlerde uniparental olarak kalitim gibi 6zellikler ile karakterize
edilmektedir. Biitin bu &zellikler sistematik c¢alismalarinda  kullanimini
kolaylastirmaktadir. Yakin iligkili tiirler arasinda Kloroplast DNA dizileri gen igerigi
ve dizenlenmesi agisindan olduk¢a korunmustur. Bitkilerde kloroplast genomu

olduk¢a hizli oranda evrimlesmektedir. Kodlama bdlgeleri, kodlama yapmayan
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bolgelerden daha yavas evrimlesir. Bu sebeple cpDNA gen dizileri (rbcL, atpB,
matK ve ndhf) yogun olarak familya ve yukari taksonomik diizeyde kullanilmaktadir.
Kodlama yapan bdlgelerin aksine kodlama yapmayan bolgeler, daha diisiik
taksonomik diizeylerde siklikla kullanilmaktadirlar [27]. Diger yandan niiklear
ribosomal DNA (ntDNA)’'nin ITS bélgeleri; polimorfizmleri ortaya cikarma ve
kolaylikla cogaltilip dizilenebildiginden son on yilda angiospermlerin analizinde
bityiik capta kullanilmaktadirlar [5]. nDNA’nin ITS bélgesi ayni cinse ait tiirler ve
yakin iligkili cinsler arasindaki iligkilerin anlagilmasina son derece biiyiik katki

saglamaktadirlar [6].

1.3.1 Markr Tipleri
1.3.1.1  Morfolojik Markirlar

Tek lokus ile idare edilen morfolojik Gzellikler, degisik ¢evre kosullarinda
ifade edilebildigi siirece genetik markir olarak kullanilabilir. Populasyonlarin genetik
yapisinin belirlenmesine yonelik yapilan ilk calismalar morfolojik 6zelliklere
dayanmaktadir. Morfolojiden gelen bulgular her ne kadar populasyonlarin ayirt
edilmesinde kullanilmigsa da, genotip-gevre etkilesimleri ve bir genin birden fazla
lokus tarafindan belirlenmesi gibi durumlardan dolayr morfoloji  yeterli
olmamaktadir. Tim bu nedenlere ek olarak; genetik c¢esitliligin tamaminin
morfolojiye yansimamasi da eklenebilir. Morfolojik karakterler kullanilarak yapilan
calismalar gilintimitizde gelistirilmis tekniklerle yapilan calismalara gore daha az

sayidadir. Ayrica ciddi uzmanlik ve bilgi birikimi de gerekmektedir [30].

1.3.1.2 Biyokimyasal Markirlar

Biyokimyasal markirlar, genlerin iirettikleri proteinlerdir. izoenzimler farkls
olarak yiiklenmis proteinlerdir. Elektroforez teknigi kullanilarak kolayca
ayrilabilirler. Enzimler &zellikli biyokimyasal reaksiyonlar: katalizlerler. Belirli
enzimlerin substrat ve kofakttrleri eklenerek jel tizerinde goriilmesi saglanir ve
enzimatik reaksiyonlarin {irlinleri renkli olarak tiretilir. Renkli triinler jel tizerinde

goriiliir bantlar olusturur. Bu bantlar genetik temellere sahiptir ve kodominant markir
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olarak genetik bilgi saglar. Bununla birlikte morfolojik karakterlere gére ¢ok daha

yaygm kullanilmakla birlikte izoenzim lokuslarinin azli1 ve bazi enzim sistemlerinin

cevre kosullarindan etkileniyor olmasi kullanimlarimi smirlar.

1.3.1.3 DNA Markrlan

Farkli gevresel kosullarda yasayan ayni organizmalar oldukga sik birbirinden
farkli degigimler gosterebilirler, bdylece ayni ftiirlere ait organizmalar farkls
morfolojik ve anatomik Szellikler sergileyebilirler. Morfolojik olarak ortaya ¢ikan
cesitlilik, genetik cesitliligin sadece kiiciik bir yiizdesini olusturdugu gibi, genetik
¢esitliligin buiyiik bir kismi da morfolojive yansimamaktadir. Morfolojiden elde
edilen bulgular genetik farkliliklari belirlemekte kullanilsa da genotip ve c¢evre
arasindaki karsihikli etkilesim, bir karakterin birden fazla lokus tarafindan
belirlenmesi ve bir genin birden fazla karakteri etki altina almasi gibi nedenlerden
dolayi her zaman yeterli olmamaktadir. Bu sebeple DNA’ya bagh olarak geligmis
olan molekiiler teknolojiler ve molekiiler markirlar; bu gibi problemlere ¢dziim
olusturan, DNA seviyesindeki polimorfizmleri ortaya ¢ikaran ve tohumlu bitkilerin

gelisiminde ve genetik calismalarinda biiyiik ¢apta kullanilan yararli araglardir [15] .

Kahl’a (2004) gore molekiiler markir; baz dizisi farkli organizmalarda
polimorfik olan herhangi bir DNA segmentidir [15]. Filogenileri yeniden olugturmak
icin DNA dizi verilerinin avantajlarindan biri, olusturulabilen sinirsiz sayida ki
karakterdir [28]. Bu nedenle molekiiler markirlarin geleneksel fenotipe dayali
sistematik galismalarinin aksine ¢ok sayida avantaja sahip olduklar: sGylenebilir [15].
Ideal bir molekiiler markir teknigi bazi olgiitlere sahip olmalidir: (1) Polimorfik
olmali ve genom boyunca esit olarak dagilmaldir. (2) Genetik farkliliklarin yeterli
bir ayrimini saglamalidir. (3) Coklu, bagimsiz ve giivenilir markir olusturmahidir. (4)
Basit, hizli ve ucuz olmalidir. (5) DNA veya doku Orneginden kiiciik miktar
gerekmelidir. (6) Farkli fenotipler ile baglantili olmalidir. (7) Organizmanin genomu

ile ilgili 6n bilgi gerekmemelidir [31].
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Molekiiler markir teknikleri; genomdaki dagilimi, taranilan polimorfizm
diizeyi, lokus spesifitesi, tekrarlanabilirligi, teknik gereklilikler ve maliyet gibi
onemli o&zellikler agisindan birbirlerinden oldukca farklhidirlar [31]. Molekiiler
markirlar iki temel kategori iginde smiflandirilabilirler: hibridizasyon temelli
molekiiler markirlar (RFLP) ve PCR-temelli molekiiler markirlar (RAPD, AFLP,
ISSR, SSR) [11].

1.3.1.3.1 Hibridizasyon Temelli Molekiiler Markirlar

1.3.1.3.1.1 RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism-
Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi)

Restriksiyon Parga Uzunluk Polimorfizmi; bilinen spesifik restriksiyon
enzimleri ile DNA dizisinin parcalanmasiyla olusan desenlerin analizine ve spesifik
problar ile hibridizasyonuna dayanan molekiller markir teknigidir [15]. RFLP
teknigi; tiirler, cinsler ve hatta familyalar arasinda transferi miimkiin olan, giivenilir
ve heterozigot bireylerin de karakterize edilmesine olanak saglayan es baksin
(kodominant) &zelliktedir. Tiim bu &zelliklerine ragmen RFLP teknigi; zaman kaybi,
radyoaktif / toksik kimyasal kullanimi ve bol miktarda saf DNA gereksinimi gibi
birka¢ smnirlandirici kullanimindan dolayr giinimiizde ¢ok yaygin bir sekilde

kullanilmamaktadir [31].

1.3.1.3.2 PCR Temelli Molekiiler Markirlar

PCR teknolojisinin (Mullis ve Faloona 1987) kesfinden sonra PCR dayali ¢ok
fazla molekiiler markir teknigi gelistirilmistir [31]. PCR reaksiyonu; yiiksek
sicaklikta enzimatik aktivite gdsteren termostabil DNA polimerazin 6zel DNA
bolgesini uygun oligoniikleotid primerler kullanarak in vitro sartlarda ¢ogaltmas:
prensibine dayanmaktadir. Kullanilan oligoniikleotid primerleri genellikle 10-25bp

uzunlugunda ve genomda baglandiklart yerlerin arasini eger 3-4 kb’nin altinda olursa
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1-1.5 milyon defa gogaltirlar. Genomdaki degisik yerlerdeki polimorfizmi bulmak
icin primerler degisik sekillerde tasarlanabilir. Birkag farkli primer diizenlemeleri

yapilarak farkli markirlar gelistirilebilmektedir [32].

1.3.1.3.2.1 RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA(s) —
Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA)

Bu teknik birbirinden bagimsiz olarak Williams ve Welsh & McClelland
adinda farkl iki bilim adami grubu tarafindan gelistirilmistir. Welsh ve McClelland
bu teknige AP-PCR (Arbitary Primed-PCR) adini vermis fakat iki teknik de prensip
olarak aynidir. 1990 yilinda iki aragtirmaci grubu 6zgiil niikleotid dizisini bilmeye
gerek kalmadan PCR ile rastgele bir primer kullanarak polimorfizmlerin
saptanabilecegini bulmuglardir. Literatiire RAPD olarak gecen bu teknik; 9-10 baz
cifti uzunlugundaki rastgele oligoniikleotidlerin (primerlerin), DNA’nin iki iplik¢igi
lizerinde, birbirine karsit iki farkli noktada tamamlayicilarini bulmasi ve bu ara
bélgenin ¢ogaltilmas: esasina dayanir. Primer baglanma noktalarindaki mutasyon
veya dizi degisikliklerinin sonucunda amplifikasyon bantlarinin varligi ya da
yokluguna bakilarak polimorfizm tespit edilir. Genom boyunca rastgele bir sekilde

polimorfizmin ortaya ¢ikarilmasinda oldukca duyarl ve etkili bir tekniktir [15].

RAPD ydénteminin en &nemli dezavantaji, markirin dominant olmasi
sebebiyle heterozigotlar1 teshis etmenin zor olmasidir. Reaksiyon birgok hassas
degiskenle birbirine bagli oldugu icin, elde edilen verilerin tekrarlanabilirligi
diigtiktiir. Yine de RAPD teknigi; ¢cabuk sonug¢ vermesi, ucuz olmasi, yiiksek ayirim
giicli, az isgilici gerektirmesi, az miktarda ve diisiik kalitede DNA’ya ihtiyag
duyulmast gibi 6zelliklerinden dolayi popiiler hale gelmistir [15]. RAPD markari,
hizli ve diigiik maliyetli molekiiler markir teknigi olarak glinlimiizde yaygin olarak

kullanilmaktadir [3].
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1.3.1.3.2.2 AFLP (Amplified Fragment Length Polimorphism -
Cogaltilmig Parca Uzunluk Polimorfizmi)

Zabeau ve Vos tarafindan 1993°de gelistirilen AFLP teknigi, Keygene NV
tarafindan patentlenmistir [33]. AFLP teknigi, PCR amplifikasyonlar1 ile genomik
restriksiyon parcalar1 arasindaki ¢esitliligin taranmasi esasina dayanir. Prosediir; iki
restriksiyon enzimi ile genomik DNA’nin ¢ift par¢alanmasindan olusmaktadir.
Kesilen pargalarin ucuna niikleotid dizilisi bilinen kisa sentetik DNA’lar eklenir. Bu
sentetik DNA’nin niikleotid diziligini de tagiyan baglatict DNA’larin kullanimiyla
spesifik olan DNA ¢ogaltilir [15].

Bu teknik wyakin iliskili genotipler arasindaki polimorfizm taramalarinda
olduke¢a kullamighdir [15]. Bir jeldeki ¢ok sayida bant son derece etkili bir teknik
olan AFLP ile aym anda analiz edilebilir. PCR temelli diger teknikler ile
kargilastirildiginda polimorfizm arastirilmas: igin ¢ok sayida lokusu tarama
kapasitesine sahiptir. Bir reaksiyonda taranabilen polimorfizm sayist oldukga
fazladir. AFLP teknigi tekrarlanabilirlik ve bir reaksiyonda ¢ogaltilabilen dizi sayisi
acisindan oldukea iistiindiir. Uretilen markirlar giivenilir, tekrarlanabilir, oldukca
kolay ve ucuzdur. Sinirsiz sayida markir basit bir sekilde gesitli restriksiyon
enzimleri ile olusturulabilir. Teknigin dezavantajlari ise; saf ve yiiksek molekiiler
agirhkta DNA’ya gereksinim duyulmasi, pahali bir teknik olmasi, genellikle
dominant belirtegler vermesidir. AFLP diger molekiiler temelli teknikler ile
kargilastirildiginda daha fazla avantaja sahiptir. Cok sayidaki bu avantajlart teknigin

kullanimini arttirmaktadir [20, 33].

1.3.1.3.2.3 Minisatellitler (VNTR-Variable Number Of Tandem
Repeats / Degisken Sayida Ardisik Tekrarlar) /
Mikrosatellitler (SSR-Simple Sequence Repeats / Basit Dizi
Tekrarlari)

(AT), (GT), (ATT), (CTT) veya (GATA) gibi niikleotitlerinin n sayisinda
tekrarlarindan olusurlar. Bu tekrarlar icerdikleri niikleotid sayisina gére mikrosatellit
veya minisatellit olarak adlandirilirlar. Niikleotid {initelerinin tekrar sayist genotipler

arasindaki polimorfizmleri agi3a ¢ikarir [15].
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Kisa tekrarli diziler (Short Tandem Sequences, STSs) veya kisa dizi tekrarlar
(SSRs) olarak bilinen mikrosatellitler (Litt ve Lutty, 1989), tim 0&karyotik
genomunda bulunan tekrarli niikleotid dizileridir. Mikrosatelitler; genellikle 1-6 bp
uzunlugunda, yiiksek oranda korunmus, ko-dominant yapisi ve Mendel kurallarina
uymast gibi ozelliklere sahiptirler. 11-60 bp uzunlugundaki tekrarlardan olusan
minisatellitler (VNTR: Variable Number Tandem Repeats); genellikle

kromozomlarin ug kisimlarinda telomere yakin yerlerde bulunurlar [34].

1.3.1.3.2.4 ISSR (Inter Simple Sequence Repeats - Basit Dizilerarasi
Tekrarlar)

ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats); karsilikli olarak oryantasyon gésteren
mikrosatelit bolgeleri arasinda yer alan yaklasik olarak 100-3.000 bp
biiyiikliigiindeki DNA pargalaridir. RAPD’1in diisik kopya sayist ve AFLP’nin
yiiksek maliyeti ile ilgili sikintilara ¢éziim iiretmek amacryla ISSR’ler gelistirilmistir.
Zietkiewicz ve ark. (1994) tarafindan aciklanan teknik, PCR reaksiyonundaki
primerler gibi mikrosatelit merkezi diziler kullanilarak i¢-SSR DNA dizilerinin
amplifikasyonu esasina dayanmaktadir. Coklu lokusa ait yaklasik olarak 10-60 tane
fragment ayni anda olusturulur, jel elektroforezi ile ayirma islemi yapilir ve belli

bityiikliikteki fragmentlerin varligi veya yoklugu hesaplanir.

RAPD ile maliyeti hemen ayni olan ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats)
teknigi RAPD’e gore oldukg¢a glivenilir, tekrarlanabilirlik orani yiiksek ve PCR
kosullarindan ¢ok etkilenmeyen bir tekniktir. Dezavantajlari ise primerlerin ayr1 ayri
baglanma sicakliklarmin belirlenmesi ve benzer biiylikliikteki bantlarin ayni olmama

durumudur [15].
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1.3.1.3.2.5 SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions-Diziye
Dayali Cogaltilmis Bolgeler)

SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions); diziye spesifik
oligoniikleotid primerleri kullanilarak PCR amplifikasyonu ile tanimlanan, genetiksel
olarak belirli bir lokusa ait genomik DNA fragmentleridir. Paran ve Michelmore
(1993) tarafindan sunulan bu teknik RAPD veya AFLP fragmentlerinin niikleotid
dizileri ile ilgilidir. Spesifik primerlerin gelistirilmesiyle diziye 6zel g¢oaltilmis

bélgelerde tekli RAPD ve AFLP iiriinlerinin doniigimiinii kapsar [15, 31].

Dominant bir sekilde kalitilan RAPD’in aksine kodominant kalitim
gostermektedir. SCAR markirinin kullanimi basit, ucuz ve reaksiyon kosullarindaki
degisikliklere duyarlidirlar [15]. SCAR markir teknigi; kisa zamanda ilgili gen ile
baglantili markir elde etmek, harita tabanli klonlama ydntemleri icin kullanma ve

rutin taramalar i¢in uygulanmaktadir [31].

1.3.1.3.2.6 CAPS (Cleaved amplified polymorphic sequences - Kesilip
Cogaltilmis Polimorfik Diziler)

PCR iriinlerinin restriksiyon enzimleriyle kesilmesi ve elektroforezle
buytikliklerine gére ayrilan bu kesilmis fragmentlerin tespitini i¢eren bir molekiiler
markir tipidir. CAPS markir teknigi: PCR temelli markirlart gelistirmek igin
haritalanmis RFLP markirlarin DNA dizilerini kullanmak i¢in bir yol saglar. Béylece
zor bir siire¢ olan DNA blotlama y&ntemi ortadan kalkmis olur. Bu sebeple CAPS
ayni zamanda PCR-RFLP markir olarak da bilinir.

PCR reaksiyonundaki restriksivon endoniikleaz tanima bdlgesindeki
indelleri ve SNP gibi tek baz degisikligine neden olan restriksiyon fragment uzunluk
polimorfizmlerini ortaya c¢ikarir. CAPS markirlari kodominant ve lokusa
spesifiktirler. Homozigot veya heterozigot allellerin ayrimi i¢in kullanilmislardir.
Bundan dolayr bu markirlar; genotipleme, pozisyonel veya harita temelli klonlama ve
molekiiler tanima calismalar1 igin kullanilmaktadir. Teknik sadece restriksiyon

tanima bdlgesinde olusan mutasyonlarla smirlandirilmistir [31].
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1.3.1.3.2.7 ESTs (Expressed Sequence Tags - Ifade Edilen Dizi
Isaretleri / Markirlar)

EST (Expressed Sequence Tags) belirtegleri; temel prensip itibari ile 150-
400bp biiyiikligiindeki mRNA’larin tamami ya da belirli bir béliimiine yakin bir
kismina kargilik gelen ¢cDNA klonlarmin dizi analiz sonucu olusturulmus DNA
belirtegleridir. mRNA’lar ve ¢cDNA’lar kullanildig1 i¢in ifade edilmis (expressed)
terimi kullanilmaktadir. Gen bankasinda cok sik basvurulan elemanlardandir,
Etkinligi ¢ok yilksek bir tekniktir. Bu teknik tanimlamanin yam sira, haritalama

calismalarinda da kullanilmaktadir,

1.3.1.3.2.8 SNP (Single Nucleotide Polymorphism -Tek Niikleotit
Polimorfizmi)

Tek niikleotit polimorfizmleri bir DNA dizisi icinde olusabilecek kiiciik bir
genetik varyasyondur. SNP’ler transisyonlar (bir piirin bazin (A,G) diger bir piirin
bazina veya bir pirimidin bazin (C,T) diger pirimidin bazina degismesi) ve
transversiyonlar (bir piirin bazinin bir pirimidin bazina degisimi veya tersi) gibi baz
degisimlerini icermektedir. SNP’ler en bol bulunan ve canli organizmalardaki
ubiqutin mekanizmalt polimorfizmlerdir, ¢iinkii bireyler arasinda tek niikleotitteki
farkliliklar neredeyse sinirsiz sayida olusur. Bu tiir markirlarin gelismesi yiiksek bir

genom dizi bilgisi gerektirmektedir [15].

1.3.1.3.2.9 SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism -Tek
Zincir Konformasyonal Polimorfizmi)

SSCP (Single Strand Conformational Polymorhizm): Tek baz ciftindeki
farkliliklardan dolayi, tek zincirli DNA’nin  farkli katlanmasiyla olusan
polimorfizmleri tamimlamak ig¢in kullanilir. SSCP jelinde ayrilan ayni PCR
tiriinlerinden iki DNA zinciri gibi karmagik PCR driinlerini degerlendirmek i¢in
etkili bir aragtir. PCR temelli SSCP analizi; basit, hizli ve cesitli mutasyonlari

taramak i¢in hassas bir tekniktir. Genetik Ozelliklerin allelik varyasyonlarini

18



¢ozebilme gibi RFLP teknigine benzer yénleri vardir. RFLP analizin aksine, SSCP

analizi DNA polimorfizmlerini ve DNA fragmentlerindeki ¢oklu yerlerdeki
mutasyonlar1 tarayabilme &zelligine sahiptir. SSCP markirlar;; yogun ig giicil,

maliyeti ve otomatik olarak uygulanamamasi gibi dezavantajlar vardir [31].

1.3.1.3.2.10 SRAP (Sequence Related Amplified Polimorphism-Dizi
Iliskili Cogaltilmis Polimorfizm)

SRAP tekniginin amaci agik okuma cergevelerini (ORF) cogaltmaktir.
Basitlik, giivenirlik, segilen bantlarin dizileme kolaylig1 ve 6l¢iimiiniin diizenlenmesi
gibi ozellikler ile biitiinlesen bir tekniktir. Bu teknik genomda kodlama yapan
bélgeleri hedefler. Indellerin neden oldugu kodominant markirda ki fragment
boyutundaki ve niikleotid degisikliklerin neden oldugu dominant markirda ki
degisikliklerin SRAP  polimorfizmine neden oldugu dizileme sonucuyla
gosterilmistir. SRAP markir sistemi, genetik cesitlilik calismalari, gen etiketleme ve

harita olusturma gibi amaglar i¢in uyarlanmistir [31].

1.3.2 ITS (Internal Transcribed Spacers-Transkribe Edilmis ic
Ayiricilar) ve nrDNA

1.3.2.1 ITS Bélgesi ve Genel Ozellikleri

Bitkilerde dizileme temelli molekiiler filogenetik c¢aligmalarin  biiyiik
cogunlugu plastid genomundan elde edilen veri setlerine dayali olarak
yapilmaktaydi. ik olarak Baldwin ve ark. (1995) tarafindan yayinlanan elestiri

yazisindan sonra ITS dizi temelli filogenetik analizler popular olmustur [35].

Biitiin organizmalarin genomlari ribosomal RNA kodlayan DNA dizilerine
sahiptirler. Bitkilerde ribosomal DNA (rDNA); niiklear, mitokondri ve kloroplast
genomunda bulunur. Genomik DNA tzerindeki rDNA bolgeleri, ¢oklu gen
yapilarindan olusur ve ardisik siralanmis tekrarlt diziler seklindedir. Her bir tekrar
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birimi, yakin tekrar biriminden IGS (intergenic spacer) bélgesiyle ayrilir. Bitkilerde
tDNA’nin tekrar lnitelerinin kopya sayilar1 olduk¢a degiskendir. Ribosomal
DNA’nin IGS bolgesi diger bolgeleriyle karsilagtirildiginda oldukea degisken oldugu
gbzlemlenir. Bu durum onu mikroevrimsel filogenetik karsilagtirmalar icin yararli
kilar. rDNA tekrarlar;; genomik DNA’nin NOR (Niikleolar Organizer Region)
bolgelerinde yerlesmis durumdadir ve 18S kiigiik alt birim, 5.8S ve 28S biiyiik alt
birim rDNA’lar1 kodlayan genlerden olusmaktadir. ITS bdlgeleri, genomik DNA
tizerindeki bu rDNA tekrarlar1 icinde yerlegmigtir. ITS bélgesinin temel yapist Sekil
1.1’de gdsterilmistir [36].

nrDNA’nin transkriptional biriminin bir pargasi olarak ITS omurgalilar1 da
iceren hemen hemen biitiin organizmalarda mevcuttur. Bitki genomunda bir veya
birden fazla kromozom bolgesinde rastgele tanimlanan kopyalari 185-5.8S-268S
tekrarlart ile karakterize olan genig bir gen ailesidir. ITS bdlgesi ti¢ bilesenden
olusmaktadir: ITS1 ve ITS2 bosluklar1 ve arada oldukga korunmus 5.8S rDNA yer
almaktadir. Korunmus 5.8S bélgesinin tahmini fonksiyonel kopya oldugu buna
karsin ITS1 ve ITS2 dizilerinin indel birikimi hem de niikleotit yer
degistirmelerinden dolayr daha hizli degistigi kabul edilmektedir. Buna ek olarak;
ITS2 dizisinin ITS1 dizisinden daha az korundugu da bilinmektedir [4, 35, 37].

Bitki tiir diizeyindeki filogenetik analizlerin bilyiik cogunlugu kodlama
yapmayan nrDNA’nin ITS bélgesine (ITS1, 5.8S ve ITS2) dayali olarak
yapilmaktadir. Bu bolgeler diisiik taksonomik diizeylerde olduk¢a degisken ve
evrensel primerler kullanilarak kolaylikla ¢ogaltilabilmektedirler. Bu ITS bdlgeleri,
rDNA gen bdlgelerine baglanabilen evrensel primerler kullanilarak PCR
¢aligmalariyla kolayca elde edilebilir. Bu amacla kullanilan evrensel ITS (ITS2,
ITS3, ITS4 wve ITSS5) primerlerinin rDNA {izerindeki baglanma boélgeleri
gdsterilmistir (Bkz. Resim 1.1) [28].
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Sekil 1.1: ITS bolgesinin temel yapist ve evrensel ITS primerlerinin rDNA iizerindeki baglanma

bilgeleri [35]

ITS temelli filogenetik analizlerin ni¢in popular olduguna gelince, bu

sorunun cevabil ITS lokusunun filogenetik calismalarinin amacma uygun bircok

avantaja sahip olmasinda yatmaktadir. Bu 6zellikler:

Biparental kalitim: Niiklear genoma ait 18S-26S rDNA diizenlemelerinden
dolay1, ITS dizileri biparental kalitim gostermektedirler. Hibrit tiirlerinin ve
poliploid sayilarmin ortaya ¢ikarilmasinda bu o6zellik biiyilk bir 6neme
sahiptir.

Evrensellik: White ve ark. (1990) tarafindan ¢ogu bitkinin ITS dizilerini
gogaltmak i¢in kullanilabilecek primer setleri tamimlannmisdir. Bu durum
sayesinde primer tasarlamaya gerek kalmadan ITS dizisi herhangi niiklcar
markirdan daha kolay bir sekilde elde edilebilmektedir.

Basitlik: Niiklear ribosomal genler 185-5.85-268 tekrarlarindan olusurlar. Bu
tekrarlar haploid genomunun bir veya daha fazla kromozomal lokusunda
rastgele bulunur. Bitki genomunda binlerce rDNA tekrart oldugundan ITS
dizisi ¢ogu diisiik kopyali niiklear lokustan daha kolay bir sekilde izole
edilebilmektedir. ITS dizileri angiospermlerde yaklasik olarak 500-700 bp
uzunlugu arasinda degiskenlik gosterirler (Bkz. Resim 1.1).

intra-genomik aymbhk: ITS dizileri, toplu (concerted) evrim olarak
adlandmrilan bir olaya maruz kalabilirler. Toplu evrim; genomda tekrar

kopyalari arasinda dizi farkliliklar: olustugunda meydana gelir.
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e Inter-genomik cesitlilik: ITS dizi varyasyon dilzeyleri tiir, cins hatta familya
diizeyindeki filogenetik ¢ikarimlar igin uygundur.

e Diisiik Fonksiyonel Sinirlandirma: ITS’in fonksiyonelligi; kiiciik alt {inite
(SSU), 5.8S ve biiyiik alt iinite (LSU) ribosomal RNA’larin olgunlagmasi
sirasinda ITS1 wve ITS2 icindeki birincil transkriptin  &zel olarak
uzaklagtirilmasiyla iligkilidir [35].

e Yiiksek Kopya Sayisi: Yiiksek kopya sayist oldukca tekrarlanabilir
laboratuvar sonuglarina izin vermektedir ve molekiiler sistematikte genis

caph kullanilmasinin ana nedenlerinden biridir [37].

ITS bélgesinin birgok avantajinin yaninda dezavantajlari da vardir. Ortak
evrim, paralog problemleri, duplikasyonlar veya susturulmug kopyalar gibi
dezavantajlara sahiptir ve bu 6zellikler hala detayli olarak analiz edilmemigtir [37].
ITS oldukg¢a hizli evrimsel orana sahip olmasina ragmen, kisa boyutu ve yiiksek

diizeydeki homoplasi gistermesi de dezavantajlar1 arasinda yer almaktadir [27].

1.3.2.2 ITS Bélgesinin Filogenetik Kullanishhgi

Bitki tiir diizeyindeki filogenetik analizlerin biiyiik g¢ogunlugu kodlama
yapmayan ntDNA ITS bdlgesine (ITS1, 5.8S ve ITS2) dayali olarak yapilmaktadir.
18S, 5.8S ve 268 niiklear ribosomal genlerin ITS1 ve ITS2 bélgelerindeki dizi
varyasyonlari filogenetik calismalarda yaygin olarak kullanilmaktadie [18, 28].
Polimorfik balgeler rDNA veri setlerinde siklikla bulunmugtur. Béyle polimorfizmler
filogenetik analizler icin polimorfik karakter olarak kodlanmistir [27]. Bdylece
nrDNA’nin ITS bolgesi bitki taksonlart arasindaki alt dizeydeki filogenetik
iliskilerin galisilmasinda kullanilan temel bir veri kaynagi olma potansiyeli

tagimaktadir [4].

nrDNA’nin kii¢iik ve biiylik alt birimleri uzak iliskili cinsler igin yeterli bir
coziiniirliik saglamak icin cok fazla korunmustur. ntDNA’nmin ITS bélgesi aym cinse
ait tirler ve yakin iligkili cinsler arasindaki iliskilerin anlagilmasina son derece biiyiik
katki saglamaktadir. Yine de, ITS dizi varyasyonlarimm yakm iligkili tlirlerin
caligtimasinda  yeterli olmadigi  anlasilmaktadir.  Interfamilya  diizeyinde

karsilastirildiginda, ntDNA cinslerarasi diizeyde (intergeneric) diizeydeki filogenetik
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calismalarda olduke¢a az kullanimaktadir. ntDNA ITS bélgeleri yalnizca genis ¢apli

olarak bitki filogenetik calismalarinda interspesific diizeydeki dizi verilerinde
kullanilmaktadir. ITS dizi varyasyonlari yakin iliskili tiirleri ayirmada daima yeterli

degildir [6].

Ribosomal genler bireysel, populasyon ve tiir diizeyinde ITS dizilerinin
benzerliligine yol acan ortak evrime maruz kalmaktadirlar ve ortak evrim
olusmadiginda, ITS bélgesi coklu ITS kopyalari iceren hibritlerin taranmasini

miimkiin kilmaktadir [5].

1.3.3 DNA Dizileme

DNA dizi analizleri yada sekanslama, DNA birincil yapilarinin tayininde ve
niikleotit baz diziliminin belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir. Analizin temel
prensibi; bir niikleik asit dizisinin digerine hibridizasyonudur. Bu hibridizasyon -

sirasinda radyoaktif ya da radyoaktif olmayan maddelerle isaretleme yapuilir.

Maxam-Gilbert ve Sanger iki temel dizileme yéntemidir. Ik olarak 1997°de
tamimlanan Sanger enzimatik dideoksi teknigi giiniimiizde dizileme i¢in yaygin
olarak kullanilan bir metottur. Maxam ve Gilbert kimyasal parcalama metodu ayni
yil tanimlanan bir baska dizileme metodudur. Iki y&ntem arasindaki ilk farcklilik
DNA fragmentlerinin elde edinim sirasinda goriilmektedir. Her iki ydntemde de
DNA molekiilleri jel elektroforezinde yiiksek bir ayirim giiciinde ayrilabilirler.
Yalnizca tek bir niikleotidi bile farklt olan DNA fragmentleri kolaylikla ayirt
edilebilir [38-39].

1.3.3.1 Maxam ve Gilbert’in DNA Kimyasal Kirilma (DNA Sequencing)

Yontemi

DNA’nin spesifik kimyasal parcalanmasina bagli hizli ve basit bir
uygulamadir [39]. Cok yonlii sekans olarak da bilinen bu ydntemde bazi
kimyasallarla DNA 6zgiil baz dizilerinden kesilerek degisik uzunlukta fragmentler

elde edilir [38]. Ana mantik DNA’daki niikleotitlerin tahrip edilip hasar gdrmiis
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bélgelerden piperidin veya diger kimyasallarla fosfodiester baglarinin kirilmasidir.
Bu y&ntemle bir sekans jelinden kirk klon analizi yapilabilmektedir. Yine de ¢ok

fazla tercih edilmeyen bir tekniktir.

1.3.3.2 Sanger Dizileme (Cycle Sequencing) Yontemi

Sanger dizileme (Zincir sonlandirma veya dideoksi metot) dort farkh
reaksiyondaki ¢esitli uzunluktaki DNA zincirlerinin sentezi icin enzimatik bir
prosediir kullanmay: gerektirir. Dért bazin (T, C, G ve A) birinde DNA replikasyonu
durur ve sonra DNA fragment uzunluklar: belirlenir. Fragmentler jelde boyutlarma
gore ayrilir. Kisa fragment daha hizli ayrilir ve jelin asagisinda g6riiniir. Sonrasinda

jel asagidan yukariya dogru okunur [38].

Sanger dideoksi dizileme tekniginde (Sanger ve ark. 1997) DNA polimeraz
hedef DNA’nin tamamlayici kopyasini sentezler. Polimeraz 5° ydniinden 3” y&niine
dogru uzama gerceklestirir. Primer veya dideoksi terminatorleri floresan olarak
etiketlidirler. Reaksiyon karigimindaki dideoksi niikleotidleri, parcali fragmentlerin
olusumuna neden olur. Dideoksi niikleotitleri (ddNTP), OH grubu tagimayan
modifiye niikleotit substratlaridir. Bunlar riboz sekerinin ikinci karbon atomuna ek
olarak figlincii karbon atomunda da deoksi halde oldugundan fosfodiester baginin
olusumu engellenir yeni niikleotitler yapiya katilmaz. DNA zincir uzamasi sonlanir.

Bu Sanger ydnteminin en can alic1 noktasidir [40].

Olusan iriinlerin aynistirilabilmesi igin denatiire edici poliakrilamid jel
elektroforezi kullanilir, Elektroforez sonunda jel kurutularak otoradyografi ile
fotografi ¢ekilir. Otoradyogramdan elde edilen en kisast en &nde olmak iizere
basamak seklindeki bantlar, radyoaktif izotop tagiyan tek zincirli DNA molekiillerine
aittir. Isaretleme yontemine gére jel iizerinde, tespit edilen parcaciklar reaksiyon
karisimina konulan ddNTP’nin tipine goére okunur. Otoradyogramdaki bu bant

verilerinden yararlanilarak 5°-3° ySniine dogru olan baz dizilimi saptanmis olur.
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1.3.3.3 Otomatik DNA Dizileme Yontemi (Automated Sequencing)

Maxam-Gilbert ve Sanger yonteminde uygulanan dizileme metodunda ki
neredeyse biitin adimlar giinimiizde otomatik olarak gergeklesmektedir [38].
Otomatik DNA Dizi analizinde de Sanger’in enzimatik DNA sentezine dayanan
zincir sonlanma yontemi kullanilmistir. Tek farki radyoaktif izotop yerine floresan
boyalarin kullanilmasidir. Bu sistemde dort farkli renkte boya kullanilir ve sonugta,
dizinin okunmasimi saglayan dort farkli renkteki piklerin olusturdugu bir model
ortaya ¢ikar. Guanin bazi siyah renkle, Timin bazi kirmizi renkle, Adenin bazi yesil

renkle ve Sitozin bazi mavi renkle Sekil 1.2°de oldugu gibi gosterilir.

| e ||[ e [ PR [l i et | | b
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B2 Getebi_z_iTs_5A | mEm
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o o A

e A YV A A

Sekil 1.2: Dizi analizi sonucu olusan piklerin gériintiisii

L

Otomatik DNA dizi analiz cihazlan basit olarak, sabit bilgisayarda yiiklii
programlar ile bu programlarin yonettigi elektroforez sistemini igerir. Elektroforetik
tinitelerde bulunan lazer 1sik kaynagi ile monokromatik bir 1sik olusturulur. S6z
konusu DNA’nm bulundugu jel matriks bu monokromatik 1s1k ile taranir.
Elektroforez siiresince DNA’ya baglanan floresan boya, 1sik ile taranan bdlgeye
geldiginde uyarilir. Uyarilan boya kendi i¢in karakteristik olan dalga boyunda 15181
geri yansitir. Yansiyan bu 1sik demeti bir detektor tarafindan kaydedilir. Kaydedilen

veriler bilgisayar programlan ile degerlendirilerek sonuglar grafiksel ya da

25



matematiksel olarak bilgisayar ekranma aktarilir. DNA dizi analizi cihazlarinda 6

bazdan 1000 baza kadar giivenli okuma yapilabilmektedir [41] .

1.3.3.4 Coklu Dizi Hizalama ve Clustal W Programi

Coklu dizi hizalama, {ic ya da daha fazla veri setinin (DNA dizisi) dizi
hizalamasidir. Ayrica ¢oklu dizi hizalama; dizi olusturma, molekiiler modelleme,
veritaban1 aramalar1 ve filogenetik aga¢ olusturulmas: igin tercih edilen
biyoinformatiksel bir aragtir. Hizalamanmn amaci: dizilerin yeterli benzerlik gésterip
gdstermedigini belirlemektir [40]. Ikili dizi hizalamasindan ¢ok daha fazla bilgi verir.
Elde edilen ¢oklu dizi hizalamasindan homoloji oldugu ¢ikarimi yapilabilir ve
filogenetik analiz ile dizilerin evrimsel kokenleri degerlendirilebilir. Coklu dizi
hizalamasi terimi ayrica bir dizi kilmesinin hizalanmasi siireci i¢in kullanilir. Ug
veya daha cok dizinin elle hizalanmasi zor oldugu ve genelde ¢ok zaman alict oldugu

i¢in hizalamalarin iiretim ve analizi icin algoritmalar kullanilir.

Clustal serisi yaygin olarak ¢oklu hizalama ve filogenetik aga¢ hazirlanmasi
icin kullanilmaktadir. Clustal serisi i¢inde en yaygm kullanilan arag CLUSTAL
W-dir. Clustal W; orta uzunluktaki veri setlerini ¢ok hizli ve kullanmi kolay bir
sekilde hizalayabilir [42]. Program esasinda oncelikle ¢ok yakin iliskili dizileri ve
son olarak da oldukca farkli olanlari hizalamaktadir. Clustal W programinin

kendiliginden anlagilan bir diizeni ve online yardimi mevcuttur. Bu sebeple bu

- programin kullanimi zor degildir. Diziler clustal’m okuyabilecegi bir formatta

(FASTA) tek bir dosya icinde toplanmis olmalidir. Varsayilan parametre ayarlari
kullanilarak diziler hemen hizalanabilir. PAUP gibi kapsamli agac paketleri icin veri

girisi olarak clustal hizalamalar: kullanilir [43].

1.3.4 Filogenetik Analiz

Filogenetik analiz; mevcut olan karakterlerin degisik kriterler kullanilarak

analizi sonucu takson ve populasyonlar arasindaki akrabalik iligkilerini gdsteren soy
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agaclarinin  olusturulmasidir. Gelisimsel biyolojide filogeniler, karsilagtirmali
sistemlerde ve karsilastirmali genomiks ¢aligmalarinda kapsaml: bilgi kaynagidirlar
[28]. Giiniimiizde DNA ve protein dizilerini de igeren molekiiler veriler tiirler arasi
iligkileri analiz etmek igin kullanilir. Genomlar, mutasyonlarin birikmesi ile
evrimlesirler ve farkli organizmalarin genomlart arasindaki niikleotid dizisi fark: iki
genomun birbirinden ayrilma zamanlamasini yansitabilir. Farkli genomlardan,
genlerden, kodlama yapan ve yapmayan bolgelerden elde edilen diziler filogenetik
analiz icin kullanilan bir veri kaynagidir. Bu sayede organizma hatta tiirlerin mevcut
karakterleri karsilastirilarak aralarindaki evrimsel iliskileri ortaya ¢ikarmak

miimkiindiir.

1.3.4.1 Filogenetik Agac

Filogenetik incelemelerde tiirler arasindaki evrimsel iligkiyi g&stermede en
uveun yaklagim elde edilen verilerin ¢esitli akis semalarn ve istatistiksel analizlerle
filogenetik agaca doniistliriilmesidir [44]. Filogenetik agaglar; evrimsel karakterlerin,
hibridizasyonun, polipodinin, biyocografyanin, tiirlesme kdkenlerinin, tiirlesme ve

tirlerin gesitliliginin caligilmasmi saglarlar.

Bir filogenetik agag, dallanma olaylarinin modelini ve bazi durumlarda
zamanini tanimlar. Tiirlesme sirasim ve hangi taksonlarin yakin ya da uzak akraba
olduklarini kaydeder. AZa¢, bir diiglim (node) ve dallardan (branch) olusur. Dallar,
tiirlerin atasal populasyonlarinin zaman icerisindeki durumlarint g&sterir. Farkh
genomlardan, genlerden, kodlama yapan ve yapmayan bolgelerden elde edilen
diziler, tlir dlizeyi hatta tiir i¢i yasam agaglarinin biitlin dallarini ¢6zmek igin
potansiyel olarak uygun veri sunarlar. Dallarin yeterince ayrigsmamasi morfolojik
olarak farkl tiirleri temsil eden bilyiik cins icin bile yaygin bir problemdir. Dallarin
yeterince ayrismamasi dogrudan yetersiz varvasyona dayandirilir [28]. Diigiimler ise;
bir tiiriin iki veya daha fazla tiirev populasyona ayrildigi noktaya karsilik gelir.
Agacta ki 6nciilii olmayan diigiim koktiir. Kok ortak bir atay1 temsil eder ve agacin
herhangi bir yerinde yer alabilir. Koksiiz agaclarda ise; ortak ata gdsterilmeden
sadece tiirler arasi iligki 6n plana cikarilir. Filogenetik agagta her bir diigiim evrimsel
siiregte ayrilan taksonomik bir gruba karsilik gelir. Agacta dis dallar taksonlari, i¢

dallar ve digiimler ise taksonlar arasi iligskivi yansitir, Birbiri ile yakin iligkili ttrler
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agacta birbirine komsu dallarda yer almalari ile ayirtedilirler. Aga¢ dallarinin
gorinlimii topoloji olarak adlandirilir ve dal uzunlugu genellikle dalda olusmus

degisikliklerin sayisint belirler [45].

1.3.4.1.1 Filogenetik Aga¢ Olusturmada Kullanilan Yontemler

Filogenetik iligkileri yeniden olusturmak igin gelistirilen cesitli metotlar
arasinda, molekiiler sistematik caligmalarinda temel olan dort metot vardir:
maksimum parsimoni, neighbour-joining, maksimum likelihood ve bayesian
metodudur [26]. Bu metotlarda karakter temelli yontemler ve mesafe temelli

yontemler olmak iizere iki ana baglik altinda gruplandirilmistir.

1.3.4.1.1.1 Karakter Temelli Yontemler

En yaygin kullanilan karakter temelli yontemler: Maximum parsimony (MP),
Maximum likelihood (ML) ve Bayes yontemi’dir. Karakter temelli metotlarin
birbirine bagl ortak 6zellikleri azdir. Ayrica analizdeki biitiin adimlarda karakter
verilerini kullanirlar. Bu karakterler her bir taksondaki canliya ait olan molekiiler
dizilerdir. Bu durum her bir baz pozisyonunun giivenirliliginin degerlendirilmesine

izin verir [40].

1.3.4.1.1.1.1 Maximum Parsimoni (MP), Farklhihklari En Aza Indirme
(Tutumluluk) Yontemi

Hennig'nin  filogenetik  sistematiginden tiirevlenen en eski ¢ikarim
metotlarindan biridir. Uzakhk metotlarmm aksine, bu yéntem dogrudan karakter
durumlarini kullanir ve optimalite kriteri temeline dayanir. Bu kriter alternatif
agaclar arasindan en iyisine karar vermek i¢in bir kuraldir. MP analizlerinin ayni
skora sahip olan cok sayida agac verme egilimi vardir. Bu nedenle bu metodun
prensibi: ¢alismada kullanilan taksonlar arasmda gozlenen farkliliklari agiklamak

icin en kiiclik say1 degisiklikleri gerektiren agaci arastirmaktir. Ajac veya en az
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karakter durum degisiklikleri gereken agaclar secilir. Bdylece homoplazi en az
diizeye indirilir. Essiz filogenetik aga¢ sayist da takson sayisinin katlanarak

artmasiyla paralel olarak artar [26, 40].

MP ile agaglarin olusturulmasinda kesin ve tahmini yaklasimlar soz
konusudur. Kesin yaklagimda olasi tiim agaglar gdzden gecirilir ve kullanilan
optimalite &lciitiine en uygun agag belirlenir. Cok zaman alicidir ve yirmiden fazla
drnekleme varliginda uygun degildir. Cok sayida dizinin bulundugu durumlarda
tahmini yaklagim uygulanmaktadir. En tutumlu agaclarin giivenirlilik dereceleri
istatiksel olarak da degerlendirilebilir. Bu probleme yonelik yaklasimlardan biri
bootstrap (se¢-bagla testi) olarak adlandirilir. Bu metot 1979°da kesfedilmis (Efron,
1979) ve Felsenstein (1985) tarafindan filogenetik analizlerde agag degerlendirme
metodu olarak tanimlanmistir. Bootstrap analizinin sonuglari; kladin monofililigini
destekleyen bootstrap tekrarlarmin oranini veren filogenetik agacta ki belirli bir dal
ile iligkili olan bir say1 vermektedir. Bootstrap degerlerinin %70’den biiyiik olmasi
sonucunda dofru filogeni bulunmustur. Kosullarin uygun olmamasi durumunda
%50°den daha biiylik bootstrap degeri de dogru olarak kabul edilebilmektedir. Eger,
belli bir dal i¢in bootstrap destefi %50°nin altinda ise; agacm bu kismindaki
dallanma modelinin belirlenemedigi sonucuna varilir ve filogenetik agacta bu dal tek
diiglimden ¢ok catalli olarak verilir. Bu durum molekiiler sistematikte politomi

olarak adlandirilir [40].

Kokstiz agag uzunluklari dogrudan Fitch algoritmasi  kullanilarak
hesaplanabilir. Bu metotta aga¢ bosluklari (teorik olarak miimkiin olabilecek agag
topolojileri ) genellikle cesaretlendirici (heuristic searches) veya dizilerin sayist az
oldugunda (<12) exact searches kullanilarak arastirilir. Kesin (Exact) arastirmalart
miimkiin olabilecek tiim agaglari degerlendirirler ve bdylece bulunan agaglarin
giivenirliligi en list diizeydedir. Heuristic searches miimkiin olabilecek tiim agaglari
degerlendirmez ve bulunan agaglarn giivenirligi digeri gibi optimal degildir. MP
yontemi birgok dizi igeren genis veri setlerinin analizi igin yeterince hizhidir,
Dizilerin yakin iligkili veya takson 6rneklemesinin yogun olmasi durumunda kisa
gbriinen aga¢ dallan yeterince glicliidiir. Taksonlar arasindaki evrimsel oranlarda

yerdegistirme varyasyonlari varsa, MP zayif bir sekilde performans gésterebilir [26].
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1.3.4.1.1.1.2 Maksimum Olasihk (Maximum Likelihood-ML) veya En
Yiiksek Thtimal Yontemi

Maksimum likelihood, standart istatistik araglarindan biri ve filogenetik
analiz ¢alismalari i¢in ilk uygulanan bir metotdur. Gézlenen veriyi olusturmada en
yitksek olasilifa sahip en iyi agaci segcmede olasilik modellerini kullanan zor ve
karmasik bir yontemdir. Molekiiler sistematige gore; bir filogenetik agacin
likelihood’u evrimsel model ve agag veren gozlenebilen verinin olabilirligidir. Bu
ayn1 zamanda bir optimalite metodudur. Bir agacin likelihood’u hizalanan her bir
bélge icin likelihood tiretmektedir. Agac bosluklar: genellikle heuristic arastirmalar
kullanilarak derinlemesine aragtirilir. ML’nin en biiyiik avantaji; model parametreleri
tahmin etme olasiligini igeren karmasik dizi evrim modelleri kullanarak filogenetik

agac cikarimlarina izin vermesidir [26].

1.3.4.1.1.1.3 Bayes Yontemi

Son olarak gelistirilen biitiin filogenetik ¢ikarim metotlarinin en gelismisidir.
Temelde Maximum Likelihood metoduna benzer, ancak sonraki (posterior) olasilik
hesaplar1 kullanimi ile bu yontemden ayrilir. Var olan gdzlemlere dayanarak
gozlenmeyen bir sey hakkinda sonug ¢ikarma temeline dayanir. Elde edilmis olan bir
agag topolojisindeki mevcut very setinden sonradan elde edilen (posterior) olasilik
hesaplamalariyla destekler ve giivenilirlik araliklar1 bulmaya galisilir. Bu yontemde
aga¢ sec¢iminde, Onceki olasilik, analiz 6ncesinde tim olasi agag topolojileri i¢in
gecerli olan olasiliktir. Afacin olusturulmasindan nce her bir topolojinin olasilig

birbirine esittir [26].

1.3.4.1.1.2 Mesafe Temelli Yontemler

Mesafe temelli ydntemler agac olusturmak icin eslesmis iki dizi arasindaki

benzersizlik (uzaklik) miktarini kullanirlar. Minimum evrim metodu da kullanilan
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yontemlerden olmasina ragmen ¢ok vyaygin degildir.  Tki dizi arasindaki
benzersizligin dogrudan onlarin filogenetik iliskileri ile ilgili oldugu varsayimina
dayanan en yaygin kullanilan uzaklik metotlari: UPGMA ve NJ’dir. Uzaklik matris
metotlar1 basit bir sekilde iki dizi arasindaki farkliliklarin sayisini hesaplarlar. Bu
sayt evrimsel uzaklik anlamina gelir. Uzaklik temelli metotlar agacin total dal
uzunlugunu azaltmaya caligirlar. Mevcut diger tim metotlar ile karsilastirildiginda
uzaklik metotlarinin temel avantaji oldukga hizli olmalaridir. Ayrica diziler
arasindaki farklilik disiik oldugunda iyi bir performans gosterirler. Oldukga farkls
dizilerden giivenilir uzaklik tahmini elde etmede ki zorluk ve diziler uzakliklara
déniistiiglinde ortaya ¢ikan bilgi kaybi uzaklik metotlarinin dezavantajlaridir [26,

40].

1.3.4.1.1.2.1 UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Means) Metodu

Bir kiimeleme veya fenetik algoritmasidir. Kiimeleme metotlar1 orijinal
olarak evrimsel iliskileri tahmin etmekten ziyade benzerlikleri taramak igin
geligtirilmistir. Agac dallarmi ¢iftler arasindaki en bilyiik benzerlik ve ortalama
kriterlerini temel alarak ekler. Tam anlamiyla evrimsel bir uzaklik metodu degildir.
Farkhiligin yalnizca molekiiler bir saate gore ve islenmemis dizi benzersizliklerine
yaklagik olarak esit olmasi durumunda, UPGMA metodunun dogru dal uzunluklari

ile birlikte dogru bir topoloji olusturdugu tahmin edilmektedir [26, 40].

1.3.4.1.1.2.2 NJ (Neighbour Joining) Metodu

Genetik uzaklik yontemi filogenetik agaci olusturmak icin dizi grubunda her
bir ¢ift arasinda degisikliklerin sayisin1 temel alir. Birbirlerine genetik uzakligi en az
olan tiirler birlestirilerek bir afa¢ olusturulur. Aralarinda az sayida niikleotid
degisikligi olan bu dizi giftleri komsu (neighbours) olarak adlandirilir. Neighbour-
joining’de DNA veya amino asit dizileri filogenetik bir aga¢ olusturmak igin
kullanilan vzaklik matrisine cevrilir [26]. Yaygin olarak kullanilan ve dal uzunluk
toplamini azaltarak dizileri kiimeleyen NJ metodu oldukga hizli bir algoritmadir [43].

UPGMA, NJI’den daha hizlidir. Fakat evrimsel oranlar farkli soy hatlarinda esit
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olmadiginda uzun dallar1 kiimeleme egilimindedir. UPGMA kullanarak 10,000 dizi

bir dakikadan daha az bir sitirede kiimelenirken; NJ bu islemi bir saatinde iistiinde bir

zaman diliminde gergeklestirmektedir [42].

1.3.4.1.2 Filogenetik Agaclarin Olusturulmasinda Kullanilan

Programlar

PHYLIP ve PAUP; en yaygin kullanilan filogenetik analiz yazilim
programidir. Her ne kadar yaygin olmasa da bir diger filogenetik aga¢ eldesinde
kullanilan program MR. BAYES’dir. Ancak bu programlarin 6nerdikleri agaglarin
bilgisayarda gériintiilenmesini saglayan basgka bir program daha vardir. Bu program
Treeview programudir. Her ne kadar programlarin PC versiyonlart meveut ise de

MAC versiyonlari daha ileri ve iist siirlimdiirler.

1.3.4.1.2.1 PAUP* (*:Phylogenetic Analysis Using Parsimony and
Other Methods / Parsimoni ve Diger Metotlar Kullanilarak
Yapilan Filogenetik Analiz )

PAUP programi, birgok fonksiyonu (aga¢ grafikleri gibi) icine alan
filogenetik bir programdir. Parsimoni kullanarak filogenetik analiz anlamina gelir.
Lake’nin degismezler metodunda performans gosterir. PAUP programi, PHYLIP ten
daha 1iyi oldugundan genellikle muhtemel agaclart bulur. PAUP’un agag
diizenlemeleri daha kapsamlidir ve tekrarlanan dal uzunluklarim birlestirme kriteri
sikidir. Olabilecek agaclart arastirma seceneklerine izin verir. MP ve ML agaclarini
karsilastirmak icin Kishino-Hasegawa testini kullanir. Coklu agaclarin konsensus

tipini ve MP agaglan arasindaki farkliliklar: adim adim hesaplar [40, 46].

Birbirine uyumlu evrimsel iligkilere sahip olan bir gruptaki tiim agaclar igin
en genis taksonlar alt kiimesini gbsteren uyusma alt agaclarini hesaplar. Henliz
olusturulmamis agaglarin olusturulup yayinlanmasi. Yeni agaclarin olusturulmasi
sirasinda benzer sayfalar arasinda ayni anda taramalarin yapilabilmesine olanak
saglar [46]. Analiz 6ncesi dizilerin hizalanmasi gerekmektedir. Hizamla programlari

FASTA formatindaki dizileri okurlar. Hizalanan dizilerin PAUP programi tarafindan
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okunmasi i¢in bazi format degisikligine ihtiyag vardir. Internet tabanh programlar

kullanilarak 6zel bir formattaki bir dizi istenilen bir formata gevrilebilir.

1.3.4.1.2.2 Mr. Bayes (Bayesian Inference of Phylogeny)

Filogeninin, Bayes Metodu ile tahmini i¢in kullanilan bir programdir. Amag
tek bir dogru filogeniyi bulmak degil, biitin muhtemel filogenilerin sonraki
(posterior) olasilik dagilimlarimi  hesaplamaktir. Gegmis durumlarn ve yer
oranlarinin ¢ikarimlar: birlestirici tanilarin hesaplanmasimi es zamanli ve bagimsiz

olarak yapar [47].

1.3.4.1.2.3 PHYLIP (The Phylogeny Inference Package)

Filogenetik analizlerin ¢ogu ydnlerini kapsayan yaklasik olarak otuz
programdan olusan bir pakettir. Pakette kullanilabilen metotlar parsimoni, uzaklik
matrisi, ¢6z-bagla islevi (bootstrapping) ve ortak karar (consensus) agaclarini
kapsayan olasilik metotlarini igerir. Utcretsizdir ve gesitli bilgisayar platformlari
(Mac, Dos, Unix ve digerleri) i¢in uygundur. PHYLIP komutlu bir programdir ve ara

yiizii basittir[40].

1.4 Cahsmanin Amaci

Anadolu'da yetistiriciligi yapilan birgok zeytin (Olea europaea L.) cesidi
bulundugu halde bunlarin morfolojik ve biyolojik &zellikleri heniiz tam olarak
belirlenmis degildir. Bunlardan ¢ok az bir kismmin &zellikleri belirlenmis oldugu
halde, bunlarin da i¢lerinde genotipik veya fenotipik nedenlere bagli varyasyonlarm
oldugu gézlenmektedir. Giiniimiizde bu tiir problemlerin ¢dzlimiinde molekiiler

sistematik ¢aligmalarinin 6nemli katkilar sagladig: bilinmektedir [3].

Taksonlarin nrDNA TS bolgeleri; uzun zamandir bitki taksonlari arasindaki
alt diizeydeki filogenetik iliskilerin calisilmasinda temel bir veri kayna@i olarak
kullaniimaktadir [4]. Bitkilerdeki genetik cesitliliginin ortaya konmasinda, bitki

tiirleri arasindaki taksonomik ve filogenetik iliskilerin dogru bir sekilde
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belirlenmesinde basariyla kullanilmaktadirlar. Polimorfizmleri ortaya g¢ikarma ve
kolaylikla ¢ogaltilip dizilenebildiginden angiospermlerin filogenetik analizinde
biiyiik capta kullaniimaktadirlar [5]. Niiklear ribosomal DNA’nin filogenetik
kullanimi genis bir taksonomik alan kapsiyor olmasina ragmen; bazen uzak veya
yakin iligkili cinsler arasindaki iliskileri anlamada oldukca yetersiz kalmaktadir. Bu
durumda; bitki filogenetik ¢alismalari i¢in kullanilan birka¢ evrensel molekiiler
markira ilaveten, yeni gen markirlart rezolasyonu gelistirmek ve dogru bir bitki

filogenetik olusum i¢in oldukea bilyiik &neme sahiptirler [6].

Bu caligmanin amaci, Tiirkiye’de yetisen ve ¢ogunlukla yag ve sofralik zeytin
tiretiminde kullanilan bazi zeytin cesitleri (Olea europaea L. cv. Gemlik ve Olea
europaea L. cv. Celebi ) arasindaki filogenetik iligkileri anlamak, genomik DNA
bolgelerindeki niikleotid varyasyonlarint degerlendirmek, tiir igindeki filogenetik
iligkileri aydinlatmak, birka¢ potansiyel polimorfik bélge analiz edilerek zeytin
cesitleri arasindaki ¢esitliligi belirlemek ve daha sonra gerceklestirilebilecek

calismalara saglam bir zemin olugturmaktir.

Bu calismada, iki zeytin ¢esidi olan Celebi ve Gemlik’e ait 16 &rnegdin total
genomik DNA’s1 fenol-kloroform-izoamilalkol protokoliine gore izole edildi. 16
zeytin Ornegine ait ntDNA ITS bélgesi ¢ogaltildi ve dizilendi. Bu dizilerin
filogenetik analizi yapildi. Olusan agacin dallanma modeli tam olarak belirlenemedi.
Filogenetik agagta dallar tek diiglimden c¢ok catalli olarak goriindii. Bu durum da
politomi durumunu ¢dzmek icin yeni markir denendi. DK31 olarak adlandirilan bu
markir; zeytin kasim ayr meyvesiz yapraklardan (NNF) elde edilen c¢cDNA
kiitiiphanesinde tanimlanan ve .biyoinformatik araglar yardimiyla daha fazla bilgi
elde edilen cDNA’nin soguk stresini indiikleyen protein / dehidrin genine benzedigi
dogrulanmustir. Fakat belirli bir dokuya ve gelisimsel duruma &zgii olan geni
tanimlamak i¢in herhangi bir karakterizasyon yapilmamistir. Ve literatiirde de
herhangi bir kaynak yoktur. Ancak Diindar ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada ayni
genetik benzerliklere sahip iki zeytin agacinin genetik benzerliklerini belirlemek i¢in
markir olarak kullanimistir [48]. Bizim ¢alismamiz da zeytin gesitlerini ayirmak igin

yeterli polimorfizm olusturdu ve politomi problemi ¢éziime kavusturuldu.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1  Materyal
2.1.1 Cahsmada Kullanilan Bitki Ornekleri

Calismada kullanilan bitki materyalleri Do¢. Dr. Sevcan CELENK tarafindan
toplanmuistir. Arazi ¢alismasi yapildiktan sonra elde edilen taze zeytin yapraklarinin

uzun siire saklanmasi igin silika jel igerisine alinmis ve bu sekilde bize ulastirilmistir.

Bursa ve ¢evresinde en yaygin kiiltiir olan Gemlik ve Celebi zeytin cesitlerine
ait yaprak oOrnekleri iki farkli bdlgeden alinarak numaralandirilmasi yapilmistir.
Numaralandirma sonucunda Gemlik cesidine ait 5 drnek, Celebi ¢esidine ait 6 drnek
ve Ayva kéyline gidiste alman Ayva-Gemlik’e ait 5 6rnek olmak iizere toplamda 16
adet zeytin &rnedi calismada kullanilmistir. Arazi ¢alismasi yapilan bdlgelere ait

lokalite bilgileri bulgular kisminda sunulmustur.

2.1.2 Kullanilan Cam Malzeme ve Plastik Malzemelerin Hazirlanmasi

Bu calismada kullanilan pipet uglari, ependorf tiipleri, PCR tiipleri, ¢ozeltiler,
cam malzemeler ve 1siya dayanikli diger malzemeler ¢alismaya baslamadan &nce

121°C de 20 dakika stireyle 1 atmosfer basingta otoklavlanarak sterilize edildi.

2.1.3 Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan tiim kimyasallar Merck ve Sigma Aldrich’ten temin
edilmigtir. DNA. izolasyonunda kullanilan kimyasallardan Tris, fire, izopropil alkol
ve EDTA Amresco’dan; borik asit, fenol-kloroform ve etanol Merck’ten temin
edilmistir. Yine DNA izolasyonunda kullanilan RNaz A ise Sigma Aldrich’ten
alinmistir. PCR reaksiyonlarinda kullanilan dNTP mix, 10X tampon, Tag DNA
polimeraz ve MgCl2 kimyasallart ile Fermantas firmasindan almmistir. Jel

elektroforezinde kullanilan Agaroz Biomax’tan, etidyum bromid Applichem’den,
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yiitkleme boyasi ve DNA biiyiikliiklerini belirleyici DNA merdiveni de Fermentas

firmalarindan yerli kuruluslar araciligryla temin edilmistir.

2.1.3.1 Genomik DNA izolasyonunda Kullanilan Kimyasallar

2.1.3.1.1 Fenol-Kloroform-izoamilalkol Metoduyla Yapilan DNA

Izolasyonunda Kullanilan Kimyasallar

Bu ¢aligmada kullanilan bitki materyallerinin genomik DNA’s1 (gDNA)
Dellaporta ve arkadaslar1 [49] tarafindan gelistirilen ve modifiye edilen ydntemle
izole edilmistir. Izolasyon i¢in kullanilan tiim kimyasallar Tablo 2.1°de

gosterilmistir.

Tablo2.1: Genomik DNA Izolasyonunda Kullamlan Kimyasallar ve Konsantrasyonlart

Kimyasal Adi Konsantrasyon
Ekstraksiyon tamponu (1 L) 33.6 gr. Ure
0.5 M EDTA (pH 8)
1 M Tris-HCI (pH 8)
5 M NaCl
%10 SDS
Fenol / Kloroform / Izoamil alkol | 25:24:1
NaAc 3 M (pH 5.2)
[zopropil alkol %100
TE 10 mM
RNaz A ' 10 mg / mL
EtOH %70 ve %100 lik




2.1.3.2 PCR’de Kullanilan Kimyasallar

PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerler ticari olarak elde edildi. Primerler
-20°C buzdolabindan ¢ikarildiktan sonra yaklasik 15 sn 12.000 rpm’de santrifiij
yapilarak kuru ¢@keltinin tiipiin dibinde toplanmasi saglandi ve 1 ml TE igerisinde
¢oziilerek ana stok hazirlandi. 1 mL TE iginde sulandirilmig primerlerden 250 pL’lik
5 uM’lik calisma solusyonlari Tablo 2.2°de gGsterilen konsantrasyon
hesaplamalarina gére hazirlandi. Calismada kullanilan primerlerin DNA dizileri,
erime sicakliklari (Tm) Tablo 2.2°de gosterilmistir. PCR reaksiyonunda kullanilan

diger bilesenler Tablo 2.3°de listelenmistir.

Tablo 2.2: PCR’da kullamlan primerler, konsantrasyonlart ve Tm degerleri*

Primer Molaritesi | Calisma | Niikleotit Dizileri ( 5°-3") Tm
Solusyonu
7.7 pL 49,9°C
ITS5A 5 M primer + TCCTCCGCTTATTGATATGC
242.3 uL
su

6.4 uL 52,1°C
ITS4 5 uM primer + CCTTATCATTTAGAGGAAGGAG
243.6 L
su
DK31ampR 5 pM 47.89 pL GTTCAAGGAATCATATTATATA | 52,1°C
primer +
202.11 pL
su
DK31lampL 5 UM 40.45 pl. TGTTGCATTCAGTTTCTAGTGA | 53,5°C
primer +
209.55 pL
su

*: Ekler kisminda referanslari sunulmustur.

37



Tabloe 2.3: PCR’da kullanilan bilegenler, miktarlar1 ve konsantrasyonlari

Kimyasal Adx Miktar: Konsantrasyon
dH20 10.8 ul -

Tampon 2.5l 10X

DMSO 2.5l -

1TS4 2.5l pmol / ml

ITSS5A 2.5 ul pmol / ml
MgCl2 2.5l 25 mM

dNTP 0.4 ul 10 mM

Taq DNA Polimeraz 0.3 ul 5 tinite

gDNA 2 ul -

Toplam 25 ul

Kimyasal Adi Miktary Konsantrasyon
dH20 10.5 wl -

One Tag Quick-Load 2X  12.5 ul 1X

Master Mix Standart

Buffer

DK31 ampR 0.5l pmol / ml

DK31 ampL ' 0.5 ul pmol / ml

gDNA 1 pl -

Toplam 25l

2.1.3.3 Agaroz Jel Elektroforez Tamponlari

Agaroz jel elektroforezinde 0.5X’lik TBE kullanilir. Bunun igin ise
hazirlanan 5X TBE seyreltilir. 5X TBE’nin hazirlanist ve kullamilan kimyasallar
Tablo 2.4°deki gibidir.

Tablo 2.4: 5X TBE tamponu hazirlama

Tris - Base 54¢g

Borik Asit 2715¢g

0.5 MEDTA 20 ml

Saf su 1 L’ve tamamlanir
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2.2 Yontem

2.2.1 Zeytin Total Genomik DNA Izolasyonu

Bu caligmada kullanilan bitki materyallerinin genomik DNA's1 (gDNA)
Dellaporta ve arkadaglari [49] tarafindan gelistirilen ve modifiye edilen yontemle
izole edilmistir. Zeytin total genomik DNA izolasyonunda kullanilan yéntemin biitiin

basamaklari ayrintilariyla agagida verilmistir.

2.2.1.1 Fenol-Kloroform-izoamilalkol Protokolii

Silika jel icerisindeki taze zeytin yapraklarindan yaklagik 100 mg tartilarak
havana alindi. Yapraklar izolasyondan dnce havanda sivi azot kullanilarak iyice
ezildi. Sicaklik 0 °C’nin asagisinda tutularak oksidasyon enzimlerinin bu adim
sirasinda inaktif olmasi saglandi [50]. Toz haline getirilen bitkiler eppendorf
tiiplerine alindi. 600 pL ekstraksiyon (izolasyon) tamponu eklenerek ¢oziildii ve
vorteks yapildi, Uzerine 500 uL fenol-kloroform-izoamilalkol eklendi ve 5 dk alt-iist
edildi. 12000 rpm’de 5 dk santrifiij yapildi. Bdylece proteinler dibe ¢iktii ve DNA
{ist kissmda kaldi. Olusan siipernatant (500 pL) temiz bir tiipe aktarildi. Ustteki
stipernatant hacminin %10’u kadar (50 pL) 3M Sodyum Asetat (NaAc: ph 5.2)
eklendi ve alt-iist edildi. Siipernatant hacmi kadar (500 pL) izopropanol eklendikten
sonta DNA ¢iplak gé6zle goriildii. DNA iplikleri goriilmezse bile izolasyon
basamagina kaldigi yerden devam edilmelidir. Bu adimdan sonra tiip kuvvetli bir
sekilde calkalanmamalidir. Ciinkii DNA bu adimdan itibaren pargalanmaya cok
elveriglidir [50]. Daha sonra 2 dk 12000 rpm’de santrifiij yapilarak DNA ¢éktiiriildii.
Dipte pellet olustu ve tistteki ¢ozelti atik siseye bosaltildi. Olusan pellete 500 ul. TE
(10 mM, ph 8) eklendi ve pellet pipetaj yapilarak ¢oziildii. 5 pL. RNaz A (10 mg/ml)
eklendi ve pipetaj yapilarak yagsi tabaka homojen hale getirildi. 30 dk 37°C’de
inkiibasyona birakilarak RNA uzaklastirildi. 50 pl. NaAc (3M) eklendi ve alt-iist
edildi. 1 mL %90°lik ETOH eklenip alt-iist edildi ve -80°C’de 10 dk bekletildi. Daha
sonra 10 dk 13000 rpm’de santrifiij edilerek DNA’nin ¢Skmesi saglandi. Ustteki
siipernatant ¢ope atildi ve altta pellet kaldi. Kalan ¢okelti ise %70°lik ETOH ile
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pipetaj yapilarak yikandi. 2 dk 12000 rpm’de santrifiij yapildi. Olusan ¢okeltiden
etanol uzaklastirildi. Ependorf tlipleri kagit havlu tizerine yan yatirildi ve etanol
kalintilarinin ugmasi saglandi. Bu agamada pellet agir1 bir sekilde kurutulmamali,
eger kurutulursa ¢dzme iglemi zorlasabilir [50]. Olusan gDNA cokeltisi, 50 uL. TE
veya 200 pL saf su eklenerek pellet kayboluncaya kadar ¢6ziildii ve zeytin gDNA’si

izole edilmis oldu.

2.2.2 DNA'nin Safliginin Belirlenmesi

[zolasyondan sonra DNA konsantrasyonunu ve parlakligini belirlemek igin
%0.81ik agaroz jel elektroforezi yapildi. UV 15181 altinda bantlar gézlemlendi ve jel
gorilintiileme cihazinin bilgisayar programi ve fotograf makinesi yardimiyla
fotograflart cekilip veriler kaydedildi. Bu gorinti PCR reaksiyonunda kalip

DNA’nin miktarinin belirlenmesinde referans alinmuistir.

2.2.3 PCR Reaksiyonlarmin Yapilisi

izole edilmis gDNA’larin ITS b&lgelerinin ¢ogaltilmasinda, ITSSA ve ITS4
primerleri kullanildi. Bu primerler yardimiyla, rDNA gen tekrarlari arasinda kalan
ITS1, 5.8S ve ITS2 bolgeleri PCR yoluyla cogaltildi. DNA iizerinden bu bdlgelerin
cogaltiimast 200 pl’lik ependorf tiiplerinde; 10X’lik reaksiyon tamponundan 2.5 pl,
25 mM MgCl2’den 2.5 pl, 10mM dNTP’den 0.4 pl, 50 pmol/ul’lik primerlerden 2.5
ul, Tag DNA Polimeraz’dan 0.3 pl, DMSO’dan 2.5 pl, kalip DNA’dan 2 pl,
dH20’dan 10.8 pl alinarak 25 pl son hacmine tamamlandi. Calismada kullanilan
DK31 primeri igin PCR reaksiyonu 2X OneTaq quick-Load® Master Mix (BioLabs)
kullanilarak yapildi. PCR bilesenleri firma tarafindan saglanan protokole uygun
miktarlarda eklendi. 200 pl’lik ependorf tiiplerinde; 2X’lik Master Mix’den 12.5 ul,
50 pmol/ul’lik primerlerden 0.5 pl, kalip DNA’dan 1 pl, dH20’dan 10.5 pl alinarak
25 ul son hacmine tamamlandi. Negatif kontrol (kalip DNA olmayan)

kontaminasyon olasilifmi gézlemlemek icin her bir amplifikasyonda yer aldt.
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Caligmalarda kullanilan PCR programu Tablo 2.5°de sunulmustur. DK31
primeri igin dongii parametreleri Mix protokolline uygun olarak ayarlandi. Ayrica
protokoldeki bazi basamaklarda degisiklik yapildi. Dongli parametreleri: baslangi¢
denatiirasyon admmi 95 °C’de 5 dakika, anneling sicakhigi 50-53°C arasinda 45
saniye, uzama basamagi hedef genin her kb karsilik 1 dakika olacak sekilde 72°C’de
2 dakika olarak ayarlandi. Bu déngii 35 kez tekrarlandi. Bu déngii adimlarini final
uzama zamam izledi. 72°C ‘de 10 dakika final uzama zamani ayarlandi. Sonra
reaksiyon 4 °C’ye diigtii. Calisma boyunca Cesitli PCR cihazlari (Bioer / GenePro,
Techne-Tc-5000) kullanilds.

Tablo 2.5: PCR dongii kosullart

Basamak Sicaklik Zaman Dongii Sayist

On Denatiirasyon 94°C 5dk 1 Déngii
Denatiirasyon 94°C 45sn

Primer Baglanma 50-53°C 45sn ?5 .

Déngii
Uzatma 72°C 2dk

Son Uzatma 72°C 10dk 1 Dongii
Son sicaklik 4°C 25sa

2.2.4 Agaroz Jel Elektroforezi

PCR sonucunda olusan bantlarin gézlenmesi igin %0.8°lik agaroz jel
elektroforezi yapildi. Bunun i¢in 0.8 g agaroz tartildi ve 100 mL 0.5X TBE tamponu
iginde, mikrodalga firinda kaynatilarak ¢oziildii. Kangim 50°C’ye sogutularak
icerisine 1 pL. EtBr ilave edildi. Tampon, taraklart 6nceden yerlestirilmis jel kasetine
dokiildii ve polimerlesmesi i¢in 15-20 dk beklendi. Jel polimerlestikten sonra
kasetten taraklar ¢ekilerek ¢ikartildi. Hazirlanan jel, elektroforez tankina yerlestirilip
iizeri kaplanincaya kadar 0.5X TBE tamponu ile dolduruldu.

5 pl PCR iiriint, 1 pl yikleme boyasi (6X DNA loading dye) ile karistirildi
ve kuyucuklara pipet yardimiyla vyilklendi. PCR {rtniintin - biiyiikligtini
belirleyebilmek amaciyla 6 pul DNA biiyiikliik belirleyici (1 kb DNA ladder) bos bir
kuyucuga yiiklendi. Ornekler 100 voltta 40 dk yiirtitiildii. Daha sonra kullanilan jel,
jel goriintiileme cihazina alindi. UV 15181 altinda bantlar gdzlemlendi ve jel
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goriintiileme cihazinin bilgisayar programi ve fotograf makinesi yardimiyla

fotograflar cekilip veriler kaydedildi.

2.2.5 Dizileme ve Dizi Analizi

Cogaltilan ITS ve DK31 bdlgesinin DNA dizilerini elde etmek i¢in, PCR
iirlinleri dizileme amaciyla RefGen (Gen Arastirmalan ve Biyoteknoloji, Ankara)
sirketine gdnderildi. ABI 3130XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
Fostercity, CA) kullanilarak BigDye Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems,
Fostercity, CA) yardimiyla dizileme gerceklestirilmistir. Dizi analizi icin icretli
profesyonel bir bilgisayar programi olan Sequencher 4.10.1 kullanildi . Bu
programda kontiglerin (contig) durumlarina bakilarak DNA dizileri goérsel olarak
islendi ve ortak karar (konsensus) dizileri olusturuldu. Olusturulan konsensus dizileri
(FASTA formatinda) Word’e kopyaland: ve dizi hizalamasi i¢in kullanima hazir hale
getirildi. Sonraki adim dizileri hizalamaktir. Taksonlar birbirlerinden farkli oldugu
icin, uzun mutasyonlar (indel) birikir ve taksonlarin benzerliklerini arttirmak igin
dizilerin igine bogluklar eklenmesine gerek vardir [26]. Dizi hizalamasi i¢in internet
tizerinden tcretsiz olarak kullanilabilen ClustalW programi kullanildi. Word’e
kopyalanan diziler ClustalW programina yapistirildt ve varsayilan komutlar

kullanilarak dizi hizalamas: gerceklestirildi.

2.2.6 Filogenetik Analiz

Dizileri elde edilmis olan zeytin cesitleri arasindaki akrabalik derecelerini
68renebilmek icin yaygin olarak kullanilan PAUP* (Phylogenetic Analysis Using
Parsimony and Other Methods) 4.0b10 filogenetik analiz yaziliminin uygun
parametreleri kullanilarak analiz yapildi. Bu parametrelerden karakter temelli
metotlar kullanilirken en iyi uygunluk kriteri (Optimality criterion) olarak parsimoni
kriteri secilip, arama algoritmasi (Search algorithm) olarak Exhaustive arastirma
stratejisi se¢enedi kullanilamadig1 ve Branch-and-Bound segenedi de ¢ok ¢ok uzun
stirdiigii icin, Heuristic arastirma stratejisi ve Bootstrap secildi. Mesafe temelli

yéntemlerden ise UPGMA ve NJ metotlart secilerek fenetik analizleri yapildi.
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SO RN o s T e

3. BULGULAR

3.1  Bitki Materyallerinin Toplanmasi

Arastirmanin baslamasi icin &ncelikle 6rnek alinacak bélgeye ve afaglara
karar verilmesi gerekmektedir. Ornek alinacak alanlara karar verilmesi amaci ile biri
Uluabat gl kenari digeri de Iznik gdl kenart olmak iizere iki ayr1 bolgeye 15 Mart
2012 ve 29 Mart 2012 tarihlerinde Dog. Dr. Sevecan CELENK ve ekibi tarafindan iki
kez arazi calismasi yapilmistir. Arazi calismasi yapilan bdlgelere ait bilgiler su
sekildedir:

e Uluabat G6lii civarinda belirlenen lokalite:

Fadilli K&yti ¢ikist, Ayva Koyiine 2 km, Fadilli Kéylinden Ayva Kdyiine gidiste

Kdprii yani
Koordinat: 40 20° 16 K, 28 40° 29 D, 143 m

e Iznik Golii civarinda belirlenen lokalite:
Pagapmar Koyii 500 m

Derbent K8yii Meraligi, Bursa iznik Arasi 500. km, Aydinlar K&yii-Bursa arasi 600-

800.m ler arasi.
Koordinat; 40 23° 20K, 2927° 27D, 127 m

Arazi calismas1 sirasinda Celebi ve Gemlik cesitlerine ait &rnekler
incelenmis, morfolojik olarak agac gévdeleri ve yapraklarinda goriilen farkliliklar ve
ayrict karakterler belirlenmistir. Bu farkliliklara dayali olarak belirli zeytin
agaclarindan &rnekler toplanarak uzun siire saklanmasi igin silika jel igerisine
alimmustir. Bursa ve cevresinde en yaygin kiiltlir olan Gemlik ve Celebi zeytin
cesitlerine ait yaprak Ornekleri iki farkli bélgeden alinarak numaralandiriimasi

yapilmistir. Toplamda 16 adet zeytin 6rnegi iki cesitten toplanmuistir.
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3.2 DNA izolasyonu

Bu c¢alismada kullanilan bitki materyallerinin genomik DNA’s1 (gDNA)
Dellaporta ve arkadaslar1 [49] tarafindan gelistirilen ve modifiye edilen yontemle
izole edildi. Bu yéntemle izole edilen zeytin ¢esitlerine ait gDNA’larin agaroz jel
gortintiisti Sckil 3.1°de gdosterilmistir.  Bazi zeytin ¢esitlerinde istenilen kalitede
saflik ve parlaklik elde edilemediginden tekrar izolasyon yapildi. Tekrar izolasyonu

yapilan zeytin cesitlerinin agaroz jel goriintiisii Sekil 3.2°de gosterilmistir.

Sekil 3.1 : Zeytin ¢esitlerine ait gDNA’larin agaroz jel gériintiisii

M: Markir, 1: Celebi 1, 2: Celebi 2, 3: Celebi 3 , 4: Celebi 4 , 5: Celebi 5, 9: Celebi 6,
10: Gemlik 1 , 11: Gemlik 2 , 12: Gemlik 3, 13: Gemlik 4 , 14: Gemlik 5 , 19: Ayva-
Gemlik 5

Sekil 3.2: Zeytin cesitlerine ait gDNAlarm agaroz jel gériintiisii

I Ayva-Gemlik 1, 2: Ayva-Gemlik 2, 3: Ayva-Gemlik 3, 4: Ayva-Gemlik 4
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3.3  PCR Reaksiyonlari

Zeytin ¢esitlerine ait ITS ve DK31 bélgesi PCR reaksiyonu ile ¢ogaltildi. Her
iki bélgenin amplifikasyonu sonucu yaklasik 750 bp uzunlugunda tek bir spesifik
bant elde edildi. ITS ve DK31 bélgesine ait PCR iirtinlerinin agaroz jel gdriintiisii
Sekil 3.3- 3.4-3.5-3.6’daki gibidir. S$ekil 3.6’da gosterilen DK31 PCR jel fotosu,

farkl jellerin sonuclarinin resimde (bilgisayarda) birlestirilmesiyle elde edilmistir.

20000 : 9 10 11 12 13 14 15 16
10000

1500 700 bg

Sekil 3.3: DNA molekiiler agirlik markiri ve ITS bélgesine ait PCR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii

M: Markir, 1: Celebi 1, 2: Celebi 2, 3: Celebi 3, 4: Celebi 4, 5: Celebi 5, 7: Gemlik 1, 8:
Gemlik 2, 10: Gemlik 4, 11: Gemlik 5, 13: Ayva-Gemlik 2, 14: Ayva-Gemlik 3, 16: Ayva-
Gemlik 5

S8 —— 700 bg

Sekil 3.4: ITS bolgesine ait PCR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii

M: Markir, 1: Celebi 6, 2: Gemlik 3, 3: Ayva-Gemlik 1, 4: Ayva-Gemlik 4
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Sekil 3.5: DK31 boélgesine ait PCR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii
M: Markar, 1: Celebi 1, 2: Celebi 2, 3: Celebi 5, 4: Gemlik 2, 5: Gemlik 4, 6: Gemlik 5, 7:

Ayva-Gemlik 1, 8: Ayva-Gemlik 2, M: Markir, 9: Ayva-Gemlik 3, 10: Ayva-Gemlik 4, 11:
Ayva-Gemlik 5, B: Blank

s |
II HIE h

Sekil 3.6: DK31 bolgesine ait PCR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii

M: Markar, 1: Celebi 3, 2: Celebi 4, 3: Celebi 6, 4: Gemlik 1, 5: Gemlik 3

34 DNA Dizileme ve Dizi Analizi

3.4.1 Dizileme Reaksiyonlar

Cogaltilan ITS ve DK31 bélgesinin DNA dizilerini clde etmek icin, PCR
triinleri saflastirma  ve dizileme amaciyla RefGen (Gen Aragtirmalari ve
Biyoteknoloji, Ankara) sirketine gonderildi. Otomatik DNA  dizileyicisi
tiniversitemizde olmadigr icin REFGEN firmasindan hizmet alimi yapildi

Gergeklestirilen dizileme reaksiyonlarinin sonuglart ABI prism formatinda ulastirildi.
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3.5  Ham Verilerin Filogenetik Analize Hazirlanmasi

Ham verilerin filogenetik analize hazirlanmasi; ABI prism formatinda bize
ulasan zeytin ¢esitlerine ait dizilerin islenmesini, dizilerin hizalanmasini ve hizalanan
dizilerin PAUP programi tarafindan okunmas: icin internet tabanli programlar

kullanilarak bazi format degisikligi yapilmasini kapsayan birka¢ basamag: icerir.

3.5.1 Dizilerin Islenmesi

ABI prism formatinda gelen DNA dizilerin iglenmesi i¢in Sequencher 4.10.1
programi kullanildi. Her bir zeytin c¢esidinin ITS ve DK31 bolgesine ait ileri
(forward) ve geri (reverse) dizilerinden kontig olusturuldu. Dizileme reaksiyonlarini
gerceklestiren cihazin yanlis okumus oldugu bazi bazlar veya arka plan kirlilikleri,
kromatogramdaki sinyallerin giigliiliigiine (piklerin/grafik tepesinin yiiksekligine),
dizilerin temizligine bakilarak Sequencher 4.10.1 programinda el ile gorsel olarak
diizeltildi ve kontig dizileri elde edildi. Boylelikle caligilan zeytin cesitlerinin ITS ve
DK31 bélgelerine ait ileri (forward) DNA dizileri elde edildi.

3.5.2 Dizilerin Hizalanmasi

Dizilerin hizalanmasi igin ClustalW programi kullanildi. Bu program Fasta
formatinda ¢alistigindan, elde edilen DNA dizileri Microsoft Office Word programi
yardimiyla Fasta formatina c¢evrildi ve hizalamaya hazir hale getirildi. DNA baz
siralart ClustalW programinda varsayilan komutlar kullanilarak hizaland: ve gesitler
arasindaki baz farkliliklari tespit edildi. 16 zeytin Grnegine ait elde edilen DNA
dizilerinin hizalanmasi sonucunda olugan baz farkliliklart EK B ve EK C’de

sunulmustur.

3.6  Filogenetik Analiz

Filogenetik analiz i¢in PAUP 4.0b10 programi kullanildi. Bu program

#Nexus formatinda caligmaktadir. ClustalW programinda hizalanmis olan diziler
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#Nexus formatina cevrilerek PAUP 4.0b10 programi igin filogenetik analize hazir

hale getirildi. PAUP programi agildiktan sonra yapilmasi istenen analizler ve
kriterler secilerek kolaylikla filogenetik agaclar olusturuldu.

Kriterlerden karakter temelli yontemlerden olan Parsimoni secilip Heuristic
aragtirma yapildi ve olusan agaglar kaydedildi. Olusan agaglarin ortak uyumluluk
(konsensus) agaclar1 pencereden gerekli yollar izlenerek olusturuldu ve kaydedildi.
Yine Parsimoni kriteri kullanilarak Bootstrap analizi yapildi ve uyumluluk agaci
kaydedildi. Daha sonra mesafe temelli yontemler kullanilarak UPGMA
(Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Means) ve NJ (Neighbor Joining)
analizleri yapildi. Olusturulan filogenetik agaclar ve yorumlar sonu¢ béliimiinde

sunulmustur.
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4. SONUC VE ONERILER

Bitki tiir diizeyindeki filogenetik analizlerin biiyiik ¢ogunlugu kodlama
yapmayan nrDNA ITS bélgesine (ITS1, 5.8S ve ITS2) dayali olarak yapilmaktadir.
18S, 5.8S8 ve 26S niiklear ribosomal genlerin ITS1 ve ITS2 bdlgelerindeki dizi
varyasyonlart filogenetik caligmalarda yaygm olarak kullanilmaktadir [18, 28].
Polimorfik bélgeler rDNA veri setlerinde siklikla bulunmustur. Béyle polimorfizmler
filogenetik analizler igin polimorfik karakter olarak kodlanmistir [27]. Bdylece
nrDNA’nin ITS bolgesi bitki taksonlari arasindaki alt diizeydeki filogenetik
iligkilerin calistlmasinda kullamilan temel bir veri kaynagi olma potansiyeli
tagimaktadir [4]. Niiklear ribosomal DNA’nin filogenetik kullanimi genis bir
taksonomik alan kapsiyor olmasma ragmen; bazen uzak veya yakin iliskili cinsler
arasindaki iligkileri anlamada oldukca yetersiz kalmaktadir. Bu durumda; bitki
filogenetik calismalari igin kullanilan birkag evrensel molekiiler markira ilaveten,
yeni gen markirlari rezolasyonu gelistirmek ve dogru bir bitki filogenetik olusum igin

oldukea biiyiik dneme sahiptirler [6].

Bursa ve ¢evresinde yayilis gsteren Gemlik ve Celebi zeytin gesitlerine ait
16 6rnegin akrabalik iligkilerini ortaya koymak amaciyla ntDNA ITS bélgesi ve
soguk stresini indiikleyen protein / dehidrin genine benzedigi varsayilan DK31
bolgesi galisildi. Yontemler kisminda bahsedilen uygulamalar yapilarak cesitler
arasindaki genetik benzerlikler ve farkliliklar ortaya kondu. Calisilan ¢esitlerinin ITS
nrDNA bolgesi ile DK31 bélgesine ait toplam baz uzunlugu 641-746 baz c¢ifti
arasinda degisim gosterdigi gézlemlendi. Mevcut olan karakterlerin degisik kriterler
kullanilarak yapilan analizi (PAUP 4.0b10 programinda) sonucu zeytin cesitleri

arasindaki akrabalik iliskilerini g&steren soy agaclarr olusturuldu.

ITS bélgesine ait diziler kullanilarak yapilan parsimoni analizinde toplam 772
karakter incelenmis ve bunlardan 601 karakter sabit(constant) karakterli, 166
karakter degisken karakterli, parsimonik bilgi iceren karakter sayist ise 5 ¢ikmustir.

Heuristic arama sonucunda toplam 1 372 860 farkli agac topolojisi olusturulmus ve
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en iyi parsimonik agaclarin skoru (basamak sayist) 172 olarak bulunmustur. Analiz

sonucunda olusturulan 1 numarali agac sekil 4.1 “de gosterilmistir.

CE1

CES

GES

RGS

Sekil 4.1: ITS balgesine ait diziler kullanilarak olusturulan 1 numarali agag

Sekil 4.1°de goriildiigti gibi Celebil ve Ayva-Gemlikl birbirinden ve
digerlerinden tamamen farklidir. AG1 6rnegine ait ITS dizisi zor elde edilmistir.
Melezlemeden mi yoksa farkli bir nedenden mi kaynaklandigi bilinmemektedir.
Clustal hizalamasinda diger 6rneklerden bariz farkliliklar oldugu ortaya cikmustir.
Fakat AGl Gmegine ait en temiz elde edebildigimiz tek sonug¢ bu dizi verisidir ve
bununda kirlilik oram yiiksektir. Parsimonik bilgi iceren karakter sayisi az
oldugundan c¢esitler arasinda ITS wverileri kullanilarak akrabalik iliskileri elde
edilemedi. Tek bir dalda farkliliklar vardir. Fakat bu durum digerleri ile akrabalig

gbstermez. Agag da derin filogeni sézkonusudur.

Maksimum parsimoni kriterinde Heuristic aragtirma sonucunda olusturulan
1000 agacin ortak karar (konsensus) agact olusturulmustur. Olusturulan agac Sekil
4.2°de sunulmustur. Aga¢ tamamen politomiden olustugu i¢in, bu veri kullanilarak

cesitler arasinda ayrim yapilamamuistir.
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Sekil 4.2: Parsimoni ile elde edilen 1000 agacin strict konsensusu

Bu analizlerin yaninda ayrica maksimum parsimoni yonteminde bootstrap
analizi de yapilmistir (Bkz. Sekil 4.3). Bu ydntem elde edilen agaglarm dallarinin
parsimoni kriteri kullanilarak istatistiksel yonden en glivenilir olan dallarim
belirlemede kullanilir. Her bir dalin yiizdelik olarak ne oranda desteklendigini
gbsterir. Eger yapilan destek %50’nin altinda ise program bu dali cok zayif olarak
nitelendirir ve oraya giivenilemeyecegi igin ¢okertir, ¢dken dal sonucunda olusan

basamaklanmamis dallanma ise politomi olarak adlandirilir.

Sekil 4.3’de olusturulan bootstrap agaci, maksimum aga¢ sayist 1000
secilerek ve 100 tekrar (replicate) yapilarak elde edilmistir. Sekil 4.3’de goriildigi
gibi bootstrap analizi sonucunda olusan agacta pek ¢ok dal ¢Gkmiistiir. Bunun nedeni
girig béliimiinde bahsedildigi gibi; o dal i¢in bootstrap desteginin % 50°nin altinda
kalmasidir.  Agacin  bu kismindaki dallanma modeli belirlenemediginden
giivenilebilir yorum yapilamaz. Sadece bu dal tek diigiimden ¢ok ¢atalli olarak
ayrilmistir ve dallarda politomi olugmustur ve iligskiler bu markira dayah olarak

coziimlenememistir denilebilir.
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Sekil 4.3: ITS dizilerine ait bootstrap analizi sonucunda olusan parsimoni agaci

DK31 bélgesine ait diziler kullanilarak yapilan parsimoni analizinde toplam
836 karakter incelenmis ve bunlardan 496 karakter sabit (constant) karakterli, 321
karakter degisken karakterli, parsimonik bilgi igeren karakter sayisi ise 19 ¢itkmustir.
Heuristic arama sonucunda toplam 16 383 farkli agac topolojisi olusturulmus ve en

iyi parsimonik agaclarin skoru (basamak sayis1) 352 olarak bulunmustur.

Karakter temelli yontemlerden Maksimum Parsimoni kriteri kullanilarak
Heuristic arastirma yapildi. Bu arama ic¢in olusturulacak maksimum ada¢ sayisi
10,000 olarak segildi. Yapilacak aramada olusacak dallart degerlendirmek igin
kullanilan algoritma TBR (Tree-Bisection-Reconnection) olarak segildi. Tiim
karakter tipleri sirasiz (unordered) ve esit agirlikta olacak sekilde ayarlandi. Yapilan
analiz sonucunda 16 383 agac elde edildi. Arama sonucunda olusan 16 383
filogenetik agagtan 1, 2, 3, 4, 9, 10, 100, 1000, 5000, 10000 ve 16383 numarali
agaclar Sekil 4.4-4.5-4.6’da g&sterilmistir.
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Sekil 4.5: Parsimoni kriteri kullamlarak olusturulan 9, 10, 100 ve 1000 numarali agaclar
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Sekil 4.6: Parsimoni kriteri kullanilarak elde edilen 5000, 10000 ve 16383 numarali agaclar
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Maksimum Parsimoni kriterinde Heuristic arastirma sonucunda olusturulan

= S

16 383 agacin ortak karar (konsensus) agaci, Majority Rule (Bkz. Sekil 4.8) ve Semi-

strict konsensus agaci  olusturulmugtur. Olusturulan agag¢lar Sekil 4.7 ve Sekil

4.8’de sunulmugtur.
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Sekil 4,7; Parsimoni ile elde edilen 16383 agacin strict ve semi-strict konsensusu
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Sekil 4.8: Parsimoni ile elde edilen 16383 agacin Majority rule agaci

Bu analizlerin yaninda ayrica maksimum parsimoni y&nteminde Bootstrap
analizi yapilmistir (Bkz. Sekil 4.9). Sekil 4.9°da olusturulan Bootstrap agaci,
maksimum aga¢ sayist 1000 secgilerek ve 100 tekrar (replicate) yapilarak elde
edilmistir. Sekil 4.9°da goriildiigii gibi bootstrap analizi sonucunda olusan agacta pek
cok dal ¢dkmiistiir. Bunun nedeni giris béliimiinde bahsedilidigi gibi; o dal i¢in
bootstrap desteginin %50°nin altinda kalmasidir. Agacin bu kismindaki dallanma
modeli belirlenemediginden giivenilebilir bir yorum yapilamaz. Yine de DK31
yoniiyle Gemlik cegidine ait &rnekler ve Ayva-Gemlik’e ait 6rnekler arasinda ¢ok
fazla farklilik yoktur. Hatta ikisinin de “Gemlik ¢esidi” oldugu sdylenebilir. Ayva-
Gemlik’e ait 6rnekler ile Gemlik ¢esidine ait 6rneklerin DK31 dizileri tamamen ayni
gozitkmektedir. Dolayisiyla diziler incelendiginde polimorfizm gdzitkmemektedir.
Fakat DK31 yontiyle Celebiler arasinda polimorfizm bulunmaktadir. Dolayisiyla
Celebi- Gemlik ¢esitleri bu markir yardimiyla aralarinda rahatga ayrilirken, Celebiler
dahi kendi iglerinde ayrilabilmektedir. Hatta Celebi3 DK31 yontiyle diger
celebilerden Gzellikle Ayva-Gemlik’ten cok farkli DK31 dizisine sahip olup, adeta
farkli bir gesit gibi gdziikmektedir. Sekil 4.9°da olusturulan bootstrap agacinda
gorildigi gibi Gemlik-Ayva Gemlik’ler arasinda fazla destek yoktur ve yeterli

polimorfizm gérilmemektedir.
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Sekil 4.9: Bootstrap analizi sonucunda olugan parsimoni agaci

Maksimum Parsimoni ydntemine ek olarak mesafe temelli yontemlerden
UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Average) ve NJ
(neighbor joining) analizleri de yapilmistir. UPGMA Analizi sonucu olusan

filogenetik aga¢ Sekil 4.10°da, NJ Analizi sonucu olusan filogenetik agac Sekil

4.11'da gosterildizi gibidir,
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Sekil 4.10: UPGMA Analizi sonucunda olugan agag
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Sekil 4.11: Neighbor-Joining (NI) Analizi sonucunda olusan agag
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Bu calismada, zeytin ¢esitleri arasindaki genetik cesitliliginin ortaya

konmasinda ve taksonomik ve filogenetik iliskilerin dogru bir sekilde
belirlenmesinde her iki cekirdek (nuclear) markirida (ITS ve DK31) kullanildi. ITS
dizi varyasyonlarinin yakin iligkili tiirleri ayirmada daima yeterli olmadiZi anlagildi.
Fakat DK31 bolgesinin populasyon i¢i bazi bireyleri ayirmada yeterli oldugu
goriilmiistiir. DK31 diisitk diizeyde polimorfizm gdstermistir. Bu agaglar (DK31’e
ait) heterozigotluk dikkate alinmadan yapilmistir. Fakat daha sonra yapilan yayin
agamasindaki analizlerde dikkate alinacaktir. Yukarida sunulan DK31 dizilerine ait
agaglarda heterozigotlar dikkate alinmadigindan, genetik farkliliklar var gibi
goriinmesine ragmen Gemlikler ile Ayva-Gemlik birbirinin tipkisi oldugu ve
(elebilerinde birbirinin ¢ok benzeri oldugu ortaya ¢ikmistir. Yine de bu markir
(DK31) ¢esit i¢i ayrimi az da olsa gostermektedir ve gesitleri ayirmak igin iyi bir
markir oldugu sdylenebilir. DK31 markirinin kolaylikla ¢ogaltilip dizilenebilme ve
polimorfizmleri ortaya ¢ikarma ozelliginden dolayr ileride angiospermlerin

filogenetik analizinde kullanimi s6z konusudur.
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6. EKLER

6.1 EK A Calismada Kullanilan Primerlerin Referanslar

ITS5SA: Kenneth J. Wurdack tarafindan dizayn edilmistir [51].
ITS4: Bruce G. Baldwin tarafindan dizayn edilmistir [51].

DK31ampR ve DK3lampL: Suakar, O. (2012). Zeytin cDNA kiitiiphanelerinin
molekiiler karakterizasyonu ve 6nemli genlerin tespiti. Doktora Tezi, Balikesir
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dal, Balikesir. ilk kez

Suakar (2012) tarafindan yapilan tezde sunulmus olup daha sonra yaymlanacaktir.
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6.2

EK B ClustalW’da Hizalanmis ITS5A nrDNA Dizisinin Veri

Matrisi

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment
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GECG--TCGCTCGCCCCTCGGTGCCCCETTCGCGGTCGGCACCTCGGGGACAGGGCGTGE
GGCG—-TCGCTCGCCCCTCGGTGCCCCETTCGCGGTCGGCACCTCGGGGACAGGGLETGC
GGCG--TCGCTCGCCCCTCGGTGCCCCGTTCGCGGTCGGCACCTCGGGGACAGGGLGTGL

ACTGAACTGAACGCGTCCC-—--CCCCGTATGCGGEGLEEN——————~ GGA---GGCGICT
* R kA wkAk  kkwk kwk o o A h

ATCGAAATCG-AAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGARGAACG
ATCGAAATCG-AAACGACTCTCGGCAACGEATATCTCGGCTCTCGCATCGATGRAAGAACG
ATCGRAATCG-AAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACG
ATCGAAATCG-ARACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACG
ATCGARATCG-AARACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACG
ATCGAAATCG-ARACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGARGAACG
ATCGAAATCG-AARACGACTCTCGGCAACGGATATCTICGGCTCTCGCATCGATGAAGAACG
ATCGAAATCG-AARACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGARALG
ATCGAAATCG-AARACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACG
ATCGAAATCG-AAACGACTCTCGGECAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACG
ATCGAAATCG-AAACGACTCTCGGCAARCGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACG
ATCGAAATCG-AAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACG
ATCGARATCG-AAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACG
ATCGAAATCG-AAACGACTCTCGGCARCGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGARGARCG
ATCGARATCG-AAACGACTCTCGGCARCGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACS
TTCTARRACACAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACS

kdk  kdkk  F Fe e e de e g ok e dk T vk de ko e dr ok ok g e o ke ok e ok e d gk ko e o etk ek ek ok ke ko

CAGCARRATGCGATACTTGETGTGAATTCGCAGRATCCCETGARCCATCGAGTTTTTGAAC
CAGCAAARTGCGATACTTGGTGCTCAATTCGCAGRATCCCGTGARCCATCGAGTTTTITGARL
CAGCARRRATGCGATACTIGGTGTGAATTGCAGRAATCCCGTGARCCATCGAGTITTTGARC
CAGCAAAATGCGATACTTIGGTGTGAATTGCAGRATCCCGTGARCCATCGAGTTTTTGARL
CAGCAAAATGCGATACTTIGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTITGAAC
CAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAAC
CAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAAC
CAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGARCCATCGAGTTTTTGAAC
CAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAAC
CAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTITTTGAAC
CAGCARAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAAC
CAGCAARATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAAC

CAGCARRATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGRAC 3

CAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTCGAACCATCGAGTTTTTGAAC
CAGCARAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCETGAACCATCGAGTTTTTGAAC
TASCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAWCCATCGAGTCTTTGAAC

k ok hkhkkhxRAAIREAA I A I A A AR R A A A AR AR AR A R AR Ahkhhrdhhh rhhrhrd

GCAAGTTGCGCCCGAGE CGTGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCACATCE
GCAAGTTGCGLCCEAGGCCATCATGCCEAGGECACGTCTGCCTGEGCEGTCACGCACATCE
GC2AGTTGCGCCCGAGGCCATCETECCEAGGGCALCGTCTGCCTEEGCETCACGCACATCG
GCAAGTTGCGCCLGAGGCCATCGTGCCEGAGGGCACGTCTGCCTGEGGCGTCACGCACATLG
GCAAGTTGCGCCCGAGGCCATCGTGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCACATCG
GCARGTTGCGCCCGAGGCCATCGTECCEAGGGLACGTCTGCLTGEECETCACGCACATLG
GCAAGTTGCGCCCGAGGCCATCETGCCGAGGGLACGICTGCCTGEGUGTCACGCACATCS
GCAAGTTGCGCCCGAGGCCATCETGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCACATCG
GCAAGTTGCGCCCGAGGLCCATCGTGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCACATCS
GCAAGTTGCGCCCGAGGCCATCGTGCCEAGGGCACGTCTGLCCTGGGCGTCACGCACATCG
GCAAGTTGCGCCCGAGGCCATCGTGCCGAGGGCACGTCTGCCTGEGCGTCACGCACATCG
GCAAGTTGCGCCCCAGGCCATCGTGLCCEAGGGCACGTCTGLCCTGGGCGTCACGCACATEG
GCAAGTTGCGCCCGAGGCCATCETGCCGAGGGLACGTCTGCCTGGGCGTCACGCACATCG
GCAAGTTGCGCCCEAGGCCATCETGCCGAGGGLCACGTCTGCCTGEGCETCACGCACATLG
GCAAGTTGCGCCLGAGGCCATCGTGCCGAGGGUACGTCTGCLTGGGCGTCACGCACATIES
GCAAGTTGCGCCCGRAGCCATTAGETTGAGGGCACGTMTGCCTGEGCGTCACGCATCGELE

hdkkkkhkh Rk rhhkok Khkkwox * KEFRRRRAFET RrARFR TR I RRE AR ¥ %k

CA
CAT

=R

70

218
207
208
187

265
215
270
259
255
252
284
2B0
269
266
258
2589
276
265
266
233

328
325
317
318
335
324
325
293

384
394
388
378
374
371
403

444
445
413



(SN

Lae)

)W) W) W
=

=
an

CEl
CES
CE2
CE6

TCGCCEYCCECCCCCEG-ATTA-—————= AGGATCGCGGGCGCCGGGECCGGARACTGGCLET
TCGCCCTCCGCCCCCG-ATTA——————— AGGATCGCGGGCGCCGGGCCGGARAACTGGELCT
TCGCCCTCLGCCCCCG-ATTA——————— AGGATCGCGGECGLCGEGLCCEEAAACTGGECCT
TCGCCCTCCGOCCCCG-ATTA-—————- AGGATCGCGGGCGCCGGGCCEGAAACTGGCCT
TCGCCCTCCGCCCCCG-ATTA-—————~ AGGATCGCGGGCGCCGGGCCGGARACTGGCCT
TCGCCCTCCGCCCCLCG-ATTA-—————~ AGGATCGCGGGCGCCGGGCCGGAAACTGGCCT
TCGCCCTCCGCCCCCG-ATTA——-———~ AGGATCGCGGGCECCGGECCGGARACTGGLCT
TCGECCICCRLCECCE-ATTA- ~—~~~~ AGGATCGCGGGCGCCGGGCCGGAAACTGGCCT
TEGCCCTCCECLECCE~ATTA-——~—=~ AGGATCGCGGGCGCCGGGCCGGARACTGGCLT
TCGCCCTLCEECLCCE-ATTA-~~r~m— AGGATCGCGGGCGCCGEGCCGGARACTGELCT
TCGCCCTCCGCCEECE-ATTA-—————— AGGATCGCGGGCGLCEGGCCGGARACTGGCCT
TCGCCCTCCEECCLCG-ATTA-—————— AGGATCGCGGGCGCCGGGCCGGRAACTGGELT
TCGCCCTECGCCCCLG~ATTA~ ===~ AGGATCGCGGGCGCCGGGCCGGAARACTGGCLT

TCGCCCTCCGCCCCCG-ATTA-—~---~-AGGATCGCGGGCGCCGGGCCGGARACTGGCLT
TCGCCCTCCGCCLCCG-ATTA-~-----AGGATCGCEGGCGCCGEGGCCGGAAACTGGCCT
TAGCCCCCCAACCACGCACTACCTCATGGGAGTCGTGG-TAGAGCGGGCGGATATTGGCCT

¥* whkhkk kHk kK khk Kk k& * *xkk x*k Fwd hohkdkd Kk kdkkkokk

CCCGETGCECETCLGCGLECEECCEECCCARATGCCGATTCGGCGTCGACGLGAGTCGLGER

CCCGETGCGCETCCELCECECGECCGGCCCAAATGCGATTCGGCGTCGACGCGAGTCGLGGEL 5

CCCGTGCGCGTCLGCGCGLCGECCEECCCARATGCGATTCGGCETCGACGCGAGTCGLGET
CCCGTGCGCGTCLCGCGCGCEGLCEGCCCARATGCGATTCGGCGTCGACGCGAGTCGLGGE
CCCGTGCGCGTCCGCGCGCGGCCGGCCCARATGCGATTCGGCETCGACGCGAGTCGLGGEE
CCCGTGCGCGTCCGCGCGCGGCCCGCCCARATGCGATTCGGCGTCGACGCGAGTCGLGEE
CCCGTGCECGTCCGCGLGCEECCEECCCARATGCGATTCGGCGTCGACGCGAGTCGLGGE
CCCGTGCGCETCCGECGLGCEECCGECCCARATGCGATTCGGCGTCGACGCGAGTCGLGGEE
CCCGETGCGCETCCGLGLGCGGCCGGCCCARATGCGATTCGGCGTCGACGCGAGTCGLCGGC
CCCGETGCGCGTCCGCGCGCGECCEGCCCARATGCGATTCGGCGTCGACGCGAGTCGCGGL
CCCGTGCGCGTCCGCGCGCEGCCEGCCCARATGCCATTCGECGTCCACGCGAGTCGLGGE
CCCGTGCBCGTCCGCGCGCEGCCEECCCARATGCGATTCGGCGTCGACGCGAGTCGCEGE
CCCETGCGEGTCCECGLGLGGUCEGCCIARMATGCGATTCGECETCEACGCGAGTCGLGEE
CCCGTGCGCGTCCGCGCGCGGCCGGCCCARATGCGATTCGGCETCGACGCGAGTCGCGEE

CCCGTGCEEGTCCGUELGCGECCEGCCCARATCLGATTCGGCETCGACGLGAGSTEGCGEE 5

CCCBTGT--CTCACCCGRGCGGTTGECCCARATGTGAGTCCTTGGCAACGGATGTCACGAL

dh ok k K * % dk hkokok Fhddkkdokkk *k Ko * ok hkx *koe Kok K

AATTGGTGGETTG--AGGACCTCAACTCGLGCCTTGTCGCCCAC—GACCGCGTCGTTICGEE
AATTGGTGGTTG--AGGACCTCAACTCGCGCGTTGTCGCGCAC-GACCGCGTCGTTICGGE
AATTGGTGGTTG--AGGACCTCAACTCGCGCGTTGTCGCGCAC-GACCGCETCGTTLGGE
AATTGGTGGTTG--AGGACCTCAACTCGLCGCETTETCGCGCAC~-GACCGLGYCGTTCGGE
AATIGCTGGITG--AGGACCTCAACTCGLCGCGTTGTCGCGCAC-GACCGLCGTEGTTCGGE
AATTGGTGGTTG-~AGGACCTCAACTCGCGCGTTGTCGCGCAC-GACCGCGTCGTTCGGC
AATTGGTGGTTG--AGGACCTCAACTCGCGCCGTTGTCGCGCAC-CACCGCGTCGTTCGGE
AATTGGTGGTTG--AGGACCTCAACTCGCGCGTTGTCGCGCAC-GACCGCGTCETTCGGEL
AATTGGTGGTTG--AGGACCTCAACTCGCECGTTGTCGCGCAC-GACCGCGTCETTCGGE
AATTGGTGGTTG--AGGACCTCAACTCGCGCGTTGTCGCGCAC-GACCGCGTCGTTCGGC
AARTTGGTGGTTG--AGGACCTCAACTCGCGCGTTGTCGCGCAC-GACCGCGTCGTTCGGE
AATTGGTGGTTG--AGGACCTCAACTCGCGCGTTGTCGCGCAC-GACCGCGTCGTTCGGEC
AATTGGTGGTTG-~-AGGACCTCAACTCGCGCGTTGTCGCGCAC-GACCGCGTCGTTCGEC
AATTGGTGGTTG--AGGACCTCAACTCGCGCGTTGTCGCGCAC-GACCECGTCGTTCGEC
AATTGGTGGTTG-~-AGGACCTCARACTCGCGCGTTCTCGCGCAC-GACCECGTCETTCGGEE
ARGIGGTGGTTGTARAAAGCCT-——-TCTTCTTCTATCGTGCATTGATC-CGTCGC-CAARC

Fh kEhEakkkoAkk  x %k % * okkk kEk kKk ok kk kk k&
CGGGATGLCCCGGACCCLGRAGRTGECG——————— CGCGCACCTCGACTGCGA-CCCCAG
CEGGATGCLCCCEGACCCLGAAGETECLG——————~ CGCGCACCTCGACTGCGA-CCCCAG
CGGGATGCCCCGGACCCCGAAGETECCEG——————= CGCGCACCTCGACTGCGA-CCCCAG
CGGGATGCLCCLGGACCCCGAAGETGECEG——————— CGCGCACCTCGACTGCGA-CCCCAG
CGGGATGCCCCGGACCCCGRAGGTGLCE——-——-— CGCGCACCTCGACTGCGAACCCCAG
CGGGATGCCCCGEACCCCEAAGETELCG-—————— CGCGCACCTCGAC-——-————————~
CGGGATGCCCCGGACCCCGAAGGRTGLLCG———-——— CGCGCACCTCGACTGCGA-CCCCAG
CGGGATGCCCCGGACCCCEARGRTGCCEG——————~ CGCGCACCTCGACTGCGA-CCCCAG
CEGEATGCCCCEGEACCCCEAAGETGLCE-——= =~ CGCGCACCTCGACTGCGA-CCCCAG
CGGEATGCCCCGGEACCCCGAAGETGLLG-~ ==~~~ CGCGCACCTCGACTGCGA-CCCCAG
CGGGATGCCCCGGACCCCGAAGRTGLCG——————~ CGCGCACCTCGACTGCGA-CCCCAG
CGGGATGCCCCGGACCCCGAAGBTGCCG-—————— CGCGCACCTCGACTGCGA-CCLCCAG
CGGGATGCCCCGGACCCCGARGETGCLG——————— CGCGCACCTCGACTGCGA-CCCCAG
CGGBATGCCCCGGACCCCGAAGETGCLE——————— CGCGCACCTCGACTGCGA-CCCCAG
CGGGATGCCCCEGACCCCGRAGETECCG-———-——~ CGCGCACCTCGACTGCGA-CCCCAG
AAAAGCTCTCATGASCCTTWNG-TGCCGTCCCCGACGCGCACTCCGACCGCGA-CCECAG
* x kE wE * ok kh FEkkEEE kEEk

GTC:
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el el

GTCA
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490
507
456
497
472
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623
618
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600
632
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617
614
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607
624
613
614
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€65
675
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641
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680
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666
658
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€76
663
666
642



GE2
GE3
GES5
AGS
AG3
GE4
AG2
AG4
CE4
GEL
GE3
AGL

G A GG —— = —— = m e e 691
GTCAGGCGGATCACC C——————————m e 696
GTCAGGCGEGATCAC - ——————mmmm e 685
GTCAGGCEG-ATCACCCLLE-—————m—mm e e 685
—-TCAGGCGEGATCACCCLG—————————————mm e m e 676
BTCAGECGEEATCACCEG == mm mmm m o m e e e o e 677
GTCABGCEGATCACCCCGETEAG - mmmmmmm mm = e e 699
BT CAGEC B o e m o i o e e 674
GTCAGGCGCGATCACCCCGSYGACTTTAACCATATCATTTAACGGAGGARA- T17
BT RGBT e et 649

72



6.3

EK C ClustalW’da Hizalanmis DK31 Dizisinin Veri Matrisi

CLUSTAL 2.1 multiple seguence alignment

CE1_DK31
CE5_DK31
CE4 DK31
AG3_DK31
GE5_DR31
AG1_DK31
G2 DK31
GE2_DK31
GE4_DK31
GE3_DK31
AGS5_DK31
CE3_DK31

CE6_DK31 I

GEl DK31
AG4_DK31
CE2_DK31

CE1 DK31
CE5_DK31
CE4 DX31
AG3 DK31
GES_DE31
AGl DK31
AG2 DK31
GEZ_DE31
GE4 DE31
GE3_DK31
AG3_DK31
CE3 DK31
CE6_DK31
GEL_DK31
AG4 DK31
CE2_DK31

CE1 DK31
CE5_DK31
CE4_DK31
AG3_DK31
GE5 DK31
AG1 DK31
AG2_DK31
GE2 DK31
GE4_DK31
GE3_DK31
AG5_DK31
CE3_DK31
CE6 DK31
GE1_DK31
AG4 DK31
CE2Z_DK31

CE1 D31
CES5_DK31
CE4 DK31
AG3 DK31
GE5 DK31
AGl_DK31
AGZ_DK31
GE2 DK31
GE4 DK31
GE3_DK31
AG5_DK31
CE3_DK31
CE&_DR31
GE1 DK31
AG4_DK31
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———————————————— GCAGGAATCATTC--ACARGATTGAARGAARAACTTGGCATG-GG
———————— TGAARATGGCAGGAATCATTC-~ACAAGATTGAAGAARA-CTTGGCATG-GG
——————————— CTTGGCATG-GG

GAAARA-CTTGGCATG-GG
———-TAGTGAARAATGGCAGCAATCATTC—ACAAGATTGAAGRARA-CTTGGCATG-GE
-——-TAGTGAAAAATGGCAGGAATCATTC-~ACAAGAT TGAAGRARA-CTTGGCATG-GG
——————————————— GGCAGGAATCATTC--ACAARGATTGAAGARAAR-CTTGGCATG-GG
GITCTAGTGAAAARATGGCAGGAATCATTC~ACAAGAT TGARAGAARA-CTTGGCATG-GG
~TTCTAGTGARAARATGGCAGGRAATCATTC-~ACAAGAT TGAAGAARA-CTTGGCATG-GG
________________ GCAGGAATC-TTC---CAAGATTCGAAGARAA-CTTGGCATG-GG
_______________ TGGCAGGAATCATTCTCACAARGATTGAAGARAA-CTTGGCATG-GG
——————————————————————————————————— GATTGAAGAARAA-CTTGGCATG-GG
———————————————————————————————————————————————— CTTGGCATG-GG
————————————————————————— BARA-CTTGGCATG-GG
AATCATTC--ACARGATTGAAGARAA-CTTGECATG-GG
———————————————————————————————————————————————— CATATTATATAG

* * * *

CGGACA-GARAGAAGGTG-AACAGCACAAGGGTGAARCACAAGCCTGA-ACACGGGTACGG
CGGACA-GAAAGAAGGTG-AACAGCACAAGGGTGAACACAAGCCTGA-ACACGGGTACEG
CGGACA-GAAAGAAGGTG-AACAGCACAAGGGTGARCGYAAGCCYGA-ACACGGGTACGE
CGGACA-GARAAGAAGGTG-AACAGCACAAGGGTGAACACAAGCCCGA-ACACGGGTATGS
CGGACA-GAAAGAAGGTG-AACAGCACAAGGGTGAACACAAGCCCGA-ACACGGGTATGG
CGGACA-GARAGAAGGTG-AACAGCACAAGGGTGAACACAAGCCCGA-ACACGGGTATGE
CGGACA-GAAAGRAGGTG-AACAGCACAAGGGTGAACACARAGCCCGA-ACACGGGTATGG
CGGACA-GAAAGAAGGTGGAACAGCACAAGGGTGAACACAAGCCCGA-ACACGGGTATGG
CGGACA-GAAAGAAGGTG-AACAGCACAAGGGTGAACACAAGCCCGA-ACACGGGTATGG
CGGACA-GAARAGAAGGTG-AACAGCACAAGGGTGAACACAAGCCCGA-ACACGGGTATGGE
CGGACA-GAAAGAAGGTG-AACAGCACAAGGGTGAACACAAGCCCGA-ACACGGGTATGE
CGGACA-GARAGAAGGTG-AACAGCACAAGGGTGAGCTCARGCCCGA-ACACGGCTATGE
CGGACA-GAAAGAAGGTG-AACAGCACMAGGGTGAGCTCAAGCCCGA-ACACGGCTATGE
CGGACA-GARAGARGGTG-ARCAGCACAAGGGTGAKCWCAAGCCCGA-ACACGEGSTATGE
CGGACA-GRAAGARGGTG-AACAGCACAAGGGTGAACACAAGCCCGA-ACACGGGTATGG
CRRAACATGAATAARAACATTACAGAATTACA-TARATTCATGTCCAATACACAATCARAG

* *hkHx KA K * % krFxx K * * K E I S * kK khwx * *
TG-AGC--ACAA--GCCGGAACA-—————— CGEGTAT--———- GGTGAGCACAR-——-GC
TG-AGC--ACAA-—GCCGGAACA-——————CGGETAT—————- GGTGAGCACAA----GC
TG-AGC—-ACAA--GCCSGAACA-—-----CGGRTAT—-~—~~ GGTGAGCACAA----GC
TG-AGC--ACAA--GCCCGAACA-—-—--=CGGCTAT-——--- COTGAGCACAA--—-CC
TG-AGC--ACAR--GCCCGAACA-—————— CGGCTAT-———-- CGTGAGCACAA----GC
TG-AGC--ACAA--GCCCGAACA-—————-— CGGCTAT-———-- GGTGAGCACAA—---GC
TG-AGC--ACAA--GCCCGARCA-———=—— CGGCTAT-———=~ GGTGAGCACAA----GC
TG-AGC--ACAR--GCCCGAACA-———-—- CGGCTAT-—-——- GETGAGCACAA-——-GC
TG-AGC--ACAA-—GCCCGARCA——————- CGGCTAT-——--~GETGAGCACAA-—~~GC
TG-AGC——ACAA-—-GCCCGAACA=——=——— CGGCTAT-————— GGTGAGCACAA----GC
TG-AGC-~ACAA-~GCCCGARCA=———=—= CGGCTAT-=-=~~ GGTGAGCACAA----GC
TG-AGC~=ACAA-~GCCCGARCA==—=——m CGGCTAT-—=—-- GGTGAGCACAR----GC
TG-AGC--ACAA--GCCCGAACA-—————- CGEKTAT-———-- GGTGAGCACRA----GC
TG-AGC-—ACAA--GCCCGAACA-—————- CGECTAT---—-- GGTGAGCACAA-——-GC
TG-AGC--ACAA--GCCCGRACA-—-—-~———-— CEGECTAT—===== GGTGAGCACAA-—---GC
AGTAGCCARCAACARCAACAAARTTTTTTCCCCCTATTTTCTCATTTTCCACACTTTTAT
* hokk * kK * Lk * * kg * ook ke
CGGAR= === ==—=—mmmmmmmm oo CACGGGTACGGTGARCACAAGCCTGAACAGEGTT
CGCAR= === === ————————mm CACGGGTACGGTGAACACAAGCCTGAACAGGGTT
C8CAR=——————————mmmmmmm - CACGGGTACGGTGAACACAARCCTGAACASGGTT

CCGAATACGGTGAGCACAAACCCGAACACGGGTACGGTGAACACAAGCCGGRACACGGTT
CCGAATACGGTGAGCACAAACCCGAACACGGGTACGGTGAACACAAGCCGGAACACGGTT
CCGAATACGGTGAGCACAAACCCGAACACGGGTACGGTGAACACAAGCCGGARCACGETT
CCGAATACGGTGAGCACARACCCGAACACGGGTACGGTGAACACAAGCCGGAACACGGETT
CCGAATACGGTGAGCACARACCCGAACACGGGTACGGTGAACACAAGCCGGAACACGGTT
CCGAATACGGTGAGCACAAACCCGAACACGGGTACGGTGAACACRAGCCGGAACACGGTT
CCGRATACGGTGAGCACARACCCGRACACGGGTACGGTGAACACARGCCGGAACACGGTT
CCGAATACGGTGAGCACAAACCCGAACACGGGTACCGGTGAACACRAGCCGERACACGGTT
CCGAATACGGTGAGCACARAACCCGAACACGGGTACGGTGAACACAAACCGGAACACGGTT
CCCGAATACGGTGAGCACRAACCCGAACACGGGTACGGTGARCACAAACCGCARCACGGTT
CCGAATACGGTGAGCACRAAACCCCAACACGGGTACGGTGAACACAAMCCGGAACACGGTT
CCGAATACGETGAGCACAAACCCGAACACGGGTACGETGARCACAAGCCGCARCACEGRTT

)

136
143
111
112
147
147
136
152
150
133
138
118
106
108
130
131

175

207
207
136
212
210
183
189
178
1le6
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130



CEZ_DK31_L

CEl DK31 L
CE5_DK31_L
CE4_DK31_L
AG3 DK31 L
GE5_DK31 L
AGL_DK31

AG2_DK31 L
GE2 DK31 L
GE4_DK31 L
GE3_DK31_L
AG5_DK31 L
CE3_DK31 L
CE6_DK31 L
GEl DK31 L
AG4_DK31 L,
CE2_DK31 L

CE1_DK31 L
CE5_DK31 L
CE4 DK31 L
AG3 DK31 L
GE5_DK31 L
AG1_DK31

AG2 DK31 L
GE2_DK31 L
GE4_DK31 L
GE3_DK31 L
AG5_DK31 L
CE3_DK31 L
CE6 DK31 L
GE1_DK31 L
AG4 DK31 L
CEZ_DK31_L

CE1 DE31 L
CE5_DK31 L
CE4 DK31 L
AG3 DK31 L
GE5 DK31 L
AGl_DK31

AGZ_DK31 L
GE2 DK31 L
GE4 DK31 T
GE3_DK31 L
AGS_DK31 L
CE3_DK31 L
CE6_DK31 L
GEL_DK31 L
AG4 DR31 L
CE2_DK31 L

CE1_DK31 L
CE5 DK31 L
CE4_DK31 L
AG3_DK31 L
GE5S_DK31 L
AG1 DK31

AGZ_DK31_L
GE2_DK31 L
GE4 DK31 T
GE3_DK31_L
AG5_DK31 L
CE3_DK31 L
CEG_DK31 L
GE1_DK31 L
AG4_DK31 L
CE2Z_DK31 L

CEl DK31 L
CE5 DK31 L

*ok

TTGTA-GCAGCGAGCTTTA---TGCATTAGGACACTTCAACCACCTGCAAGARAACAAAC 187

* % * ok " w * kEkk * *kk  *

ATGGTGAGTACAAACCCGAACACGGG---TACGGTGAACACAAGCCGGRATACGGTTATG 232
ATGGTGAGTACAAACCCGAACACGGG---TACGGTGAACACAAGCCGGAATACGGTTATG 239
ATGGTGAGTACAARCCCGAACACGGG-~-TACGGTGAACACAAGCCSGAATACGGTTATG 207
ACGGTGAGTACAAACCCGAACACGGG-—-TACGGTGAACACAAGCCTGAACACGGTTATG 229
ACGGTGAGTACAAACCCGAACACGGG-—-TACGGTGAACACAAGCCTGAACACGGTTATG 264
ACGGTGAGTACAAACCCGAACACGGE-—-TACGGTGAACACAAGCCTGAACACGGTTATG 264
ACGGTGAGTACAAACCCGAACACGGG-—-TACGGTGAACACAAGCCTGAACACGGTTATG 253
ACGGTGAGTACARACCCGAACACGGEG--—-TACGGTGAACACAAGCCTGAACACGGTTATG 269
ACGGTGAGTACAAACCCGAACACGGG---TACGGTGAACACAAGCCTGAACACGGTTATG 267
ACGGTGAGTACAAACCCGAACACGEG-~--TACGGTGAACACARGCCTGAACACGGTTATG 250
ACGGTGAGTACAAACCCGAACACGGG---TACGGTGAACACAAGCCTGAACACGGTIATG 256
ACGGTGAGTACAAGCCCGAACACGGG---TACGGTGAACACAAGGCTGAACACGGTTATG 235
ACGGTGAGTACAAGCCCGAACACGGG-—-TACGGTGAACACAAGGCTGAACACGGTTATG 223
ACGGTGAGTACAASCCCGAACACGGG---TACGGTGAACACAAGRMKGAACACGGTTATG 226
ACGGTGAGTACAAACCCGAACACGGG---TACGGTGAACACAAGCCTGAACACGGTTATG 247
A--—-AAGTAGTAACATGAAATCGTGATTTGCGATG—-TACARATT---ATATA-TTATA 237

* ok ok * ok LR 2 * ok % * kKR kK ok gk % kK ok k

GTGAGCATAAGCCCGAACACCCGT-ACCGTCGAACACRAGCCTGAACACGGTTATGGTGAG 291
GTGAGCATAAGCCCGAACACCGGT-ACGCTGAACACAAGCCTGAACACGGTTATGGTGAG 298
GTGAGCAYAAGCCCGRACAWGGGT-ACGGTGAACACAAGCCTGAACACGETTATGGTGAG 266
GTGAGCATAAGCCCGAACAAGGGT-ACGGTGAACACAAGCCTGAACACGGTTATGGTGAG 288
GTGAGCATAAGCCCGAACAAGGGT-ACGGTGAACACAAGCCTGAACACGGTTATGGTGAS 323
GTGAGCATAAGCCCGAACAAGGGT-ACGGTGAACACAAGCCTGAACACGGTITATGGTGAG 323
GTGAGCATAAGCCCGAACAAGGGT-ACGGTGARCACAACGCCTGAACACGGTITATGGTGAG 312
GTGAGCAYRAGCCCGAACAAGGGT-ACGGTGAACACAAGCCTGAACACGGTTATGGTGAG 328
GTGAGCAYAAGCCCGAACAACGGT-ACGGTGAACACAAGCCTGAACACGGTITATGGTGAG 326
GTGAGCAYARGCCCGAACAAGGGT-ACGGTGAACACAAGCCTGARCACGGTTATGGTGAG 309
GTGAGCAYAAGCCCGRACAAGGGT-ACGGTGAACACAAGCCTGAACACGGTIATGGTGAG 315
GTGAGCACAAGCCCGAACAAGGGT-ACGGTGAACACAAGCCTGAACACGGTTATGGTGAG 294
GTGAGCACAAGCCCGAACAWGGGT-ACGGTGAACACAAGCCTGAACACGGTTATGGTGAG 282
GTGAGCACAAGCCCGARACAAGGGT-ACGGTGAACACAAGCCTGAACACGGTTATGGTGAG 285
GTGAGCAYAAGCCCGAACAAGGGT-ACGGTGAACACAAGCCTGAACACGGTTATGGTGAG 306
ATTTGI-TAAGGATTTATAAGGT TTATCTI TGARACGTACCTAATCGCTATCGCTGCTGC 256

* o *hk hok ko ko * ok k% kkk ok ok kK *
CA-CAAGGAGGGATTGGTGGAGAAGATCAAG-—~-~~-—~~— GACAAAATCCA--——————-— 332
CA-CAAGGAGGGATTGGTGGAGAAGATCAAG-——~~~——= GACARAATCCA-————————— 339
CA-CAAGGAGGGATTGGTGCAGARAGATCAAG-——~—~——— GACARAATCCA-——-——-——— 307
CA-CARAGAGGGATTGGTGEAGRAGATCAAG-———————— GACARAATCCA-———-———-— 329
CA-CAAAGAGGGATTGGT GGAGAAGATCAAG-—————--—— GACARAATCCA--——-——-——- 364
CA-CAAAGAGGGATTCGT GGAGAAGATCARAG-———————~ GACARAATCCA--—=-=—-——= 364
CA-CAAAGAGGGATTGGT GGAGAAGATCAAG-———————~— GACARAATCCA--———-——- 353
CA-CAAAGAGGGATTGETGGAGAAGATCARG-~—-~—~-—~ GACAARATCCA--————-—~ 369
CA-CAAAGAGGGATTGETGEAGAAGATCAAG--————~-~~ GACAARAATCCA--————-——— 367
CA-CAAAGAGGGATTGGT GGAGAAGATCAAG-~—~——~——— GACRARATCCA-—~—————— 350
CA-CAAAGAGGGATTGGTGGAGAAGATCAAG-———————— GACAARAATCCA-———————— 356
CA-CRAGGAGGGATTGGTGGAGAACGATCAAG--——————— GACARAATCCA--——————— 335
CA-CAAGGAGGGATTGGTGGAGAAGATCAAG-———————— GACAAAATCCA--——————— 323
CA-CAASGAGGGATTGGTGEAGAAGATCARG———————~— GACAARAATCCA--—=-—~-— 326
CA-CAARLGAGGGATTGCTGGAGAAGATCAAG———————~— GACRAAAATCCA-——mmrme—m— 347
TATCATCATGGTGCTCETGGCCETGTTCATGCTTTTTCTTGTCTTTCTTCTITTTCTTCT 356

* ko *3 * kkkk * kkw K * *
CGETGGTGARGAGGGTGAACCCTGCAAGGACGAGAA-~-~-—GARAAAGAAGARAGACAAGA 388

CGGTGGTGARGAGGGTGAACCCTGCAAGGACGAGARA-——-—GAARAAGAAGRAAGACAAGA 395
CGGTGGTGARGAGGCTGAACCCTGCAAGGACGAGAA-—-—GAARAAGARGARAGACARGA 363
CGGTGGTGARGAGGCTGAACCCTGCAAGGACGAGAA-———GAARRAGAAGARAGACAAGA 385
CGGTGGTGARGAGGGTGAACCCTGCAAGGACGAGAA-———GAAARAGAAGARAGACAAGA 420

CGGTGGTGAAGAGGETGAACCCTGCAAGGACGAGAA-——~GARARAGARAGARAGACAAGA 420
CGGTGGTGAAGAGGGTGAACCCTGCAAGGACGAGAR-~~--GCAARAAGAAGAAAGACAAGA 409
CGGTGGTGAAGAGGCETGAACCCTGCAAGGACGAGARA--——-GAARAACRAGAAAGACAAGA 425
CGGIGGTGAAGAGGGTGAACCCTGCAAGGACCACAA--—-GAAAAAGAAGARAGACAAGA 423
CGGIGGTGAAGAGGGTGAACCCTCCARGCACCAGAR- -~ ~GAAARAGAAGARAGACAAGA 406

CGGTGGTGAAGAGCGTGARCCCTGCAAGGACGAGAR -~~~ CGARARAAGAAGARAGACAAGA 412
CGGTGGTGAAGAGCGTGAACCCTGCAAGGACGAGAR--~~GAARAAGAAGARAGACARGA 391
CGGTGGTGAAGACGGTGAACCCTGCAAGGACGAGAR -~~~ GAARARGAAGAAAGACAAGE 379
CGGTGETGAAGAGCGGTGAACCCTGCAAGGACGAGAA-~~~GAARAAGAAGARAGACAAGE 382
CGGTGETGAAGAGGGTGAACCCTGCAAGCGACCAGAA--——GARARAGAAGAAAGRCARGA 403
CGTCCTTGCAGGGTTCACCCTCTTCACCACCETGGATTTTGTCCTTGATCTTCTCCALCCA 416

e kow % * *k okx k% ok ok * * % sk H
Apsmnmme AAGCATGRACACGGCCACGAGCA-—-CCATGATGATAGCAGCAGCGATAG 437
AA———m———— AAGCATGAACACGGCCACGAGCA-—-CCATGATGATAGCAGCAGCGATAG 444
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AR s o AAGCATGAACACGGCCACGAGCA---CCATGATGATAGCAGCAGCGATAG
By e AAGCATGAACACGGCCACGAGCA-—-CCATGATGATAGCAGCAGCGATAG
ARmmorones AAGCATGAACACGGCCACGAGCA---CCATGATGATAGCAGCAGCGATAG
Ko rmo=—— ARGCATGAACACGGCCACGAGCA---CCATGATGATAGCAGCAGCGATAG
AR ——mm—m— AAGCATGAACACGGCCACGAGCA---CCATGATGATAGCAGCAGCGATAG
A= AAGCATGAACACGGCCACGAGCA---CCATGATGATAGCAGCAGCGATAG
BB e AAGCATGAACACGGCCACGAGCA-—-CCATGATGATAGCAGCAGCGATAG
B —es AAGCATGAACACGGCCACGAGCA---CCATGATGATAGCAGCAGCGATAG
ARt AAGCATGAACACGGCCACGAGCA-~-CCATGATGATAGCAGCAGCGATAG
T AAGCATGAACACGGCCATGAGCA-~-CCATGATGATAGCAGCAGCGATAG
BB e AAGCATGAACACGGCCATGAGCA---CCATGATGATAGCAGCAGCGATAG
AR AAGCATGAACACGGCCAYGAGCA——-CCATGATGATAGCAGCAGCGATAG
AP iy AAGCATGAACACGGCCACGAGCA---CCATGATGATAGCAGCAGCGATAG
ATCCCTCCTTGTGC-TCACCATAACCGTGTTCAGGCTTGTGTTCACCGTACCCGTIGTTCG
* ke ok ok wk *k Kk kK *k k ok Kk ok Kk K ok * *

CGATTAGGTACGTTTCAAAGATAAACC--~TTATAA~--ATCCTTAACAAATTATAATATA
CGATTAGGTACGTTTCAAAGATARACC---TTATAA--ATCCTTAACAAATTATAATATA
CGATTAGGTACGTTTCAAAGATAAACC---TTAWAA--ATCCTTAAYAAATTATAATATA
CGATTAGGTACGTTTCAAAGATAAACC---TTATAA--ATCCTTAATAAATTATAATATA
CGATTAGGTACGTTTCAAAGATAAACC---TTATAA--ATCCTTAATAAATTATAATATA
CGATTAGGTACGTTTCAARGATAAACC—--TTATAA--ATCCTTAATAAATTATAATATA
CGATTAGGTACGTTTCAAAGATARACC——-TTATAR--ATCCTTAATAAATTATAATATA
CGATTAGGTACGTTTCAAAGATAAACC-—-TTATAA—-ATCCTTAATAAATTATAATATA
CGATTAGGTACGTTTCAAAGATARACC——-TTATAA--ATCCTTAATAAATTATAATATA
CGATTAGGTACGTTTCAAAGATARACC——--TTATAA--ATCCTTAATAAATTATAATATA
CGATTAGGTACGTTTCAAAGATAAACC-—-TTATAA--ATCCTTAATAAATTATAATATA
CGATTAGGTACGTCTCAAAGATAAACC-——-TTARAA--ATCCTTAATARATTATAATATA
CGATTAGGTACGTYTCAAAGATAAACC-——-TTAAAA--ATCCTTAATARATTATAATATA
CGATTAGGTACGTCTCAAAGATAAACC-—-TTATAA--ATCCTTAATARATTATAATATA
CGATTAGGTACGTTTCAAAGATRAAACC-——-TTATAA--ATCCTTAATARATTATAATATA
GGCTTATGCTCACCATAACCGTATTCCGGCTTGTGTTCACCGTACCCGTGTTCGGGTTTG

* kEk*x * * * % * ok * ok * % * kK * * % * *

TAATTTGTACATCGCAAARTCACGATTTCATGTTACTACTTTGTTTGTTTTCTTGCAGGTG
TAARTTTGTACATCGCAAATCACGATTTCATGTTACTACTTITGTTITGTITTITCTTGCAGGTG
TAATTTGTACATCGCAAATCACGATTTCATGTTACTACTTITGT I TGTTTTCTTGCAGRTG
TAATTTGTACATCGCAAATCAMGATTTCATGTTACTA--~TGTTTGTTITCTTGCAGGTG
TAATTTGTACATCGCARATCAMGATTTCATGTTACTA---TGTTTGTTTTCTTGCAGGTG
TAATTTGTACATCGCAARATCAMGATTTCATGTTACTA---TGTTTGTTTTCTTGCAGGTG
TAATTTGTACATCGCARATCAMGATTITCATGTTACTA---TGTTTGTTITCTTGCAGGTG
TAATTTGTACATCGCAAATCAMCATT TCATGTTACTA---TGTTTGTTITCTTGCAGGTG
TAATTTGTACATCGCAAATCAMGATTTCATGTTACTA---TGTTTGTTTTCTTGCAGGTG
TAATTTGTACATCGCAAATCAMGATTTCATGTTACTA---TGTTTGTTTTCTTGCAGGTG
TAATTTGTACATCGCAAATCAMGATTTCATGTTACTA---TGTTTGTITTTCTTGCAGGTG
TAATTTGTACATCGCAAATCACGATTTCATGTTACTACTITTIGTWTGTITTTCTTGCAGATGE
TAATTTGTACATCGCAAATCACGATTTCATGTTACTACTTTGTTTGTTTTCTTGCAGATG
TAATTTGTACATCGCAAATCAYGATTTCATGTTACTACTTTGTTTGTTTTCTTGCAGATG
TAATTTGTACATCGCAAATCAMGATTTCATGTTACTA---TGTTTGTITTTCTTGCAGGTG
TACTCACCATAARCCCTGTTCAGGCTTGTGT-TCACCG-—-TACCCGTGTTCCGGCTTGTG

sk %k * % ok % KERE ok kK * ok K%k * * o kokok * Fedke

GITGAAGTGICC-TAATCCATAAAGCTCGCTGCTACARATAAAAGTGTGGAARAT-GAGA
GTTGAAGTGTCC-TAATCCATARAGCTCGCTGCTACARATAAAAGTGTGGAAART-GAGA
GTTGAAGTGTCC-TAATCCATRAAGCTCGCTGCTACAAATARAAGTGTGGAAAAT-GAGA
GTTGAAGTGTCC-TAATCCATCAAGCTCGCTGCTACAAATARAAGTGTGGAAAAT-GAGA
GTTGAAGTGTCC-TAATCCATCAAGCTCGCTGCTACARATARAAGTGTGGAAAAT-GAGA
GTTGAAGTGTCC-TAATCCATCAAGCTCGCTGCTACAAATARAAGTGTGGARAAT-GAGA
GTTGAAGTGTCC-TAATCCATCAAGCTCGCTGCTACAAATARAAGTGTGGARAAT-GAGA
GTTGAAGTGTCC-TAATCCATCAAGCTCGCTGCTACARATARAARGTGTGGARAAT -GAGA
GTTGAAGTGTCC~-TAATCCATCRAGCTCGCTGCTACARATARAAAGTGTGGARARAT-GAGA
GTTGARAGTGTCC-TAATCCATCAAGCTCGCTGCTACAAATARAAGTGTGGARRAT-GAGA
GTTGAAGTGTCC~-TAATCCATCAAGCTCGCTGCTACAAATARAAGTGTGGARAAT-GAGA
GTTGAAGTGTCC-TAATCCATCAAGCTCGCTGCTACAAATAAAAGTGTGGARRAT-GAGA
GTTGAAGTGTCC-TAATCCATCAAGCTCGCTGCTACARATARAAGTGTGGARAAT-GAGA
GTTGAAGTGTCC-TAATCCATCAAGCTCGCTGCTACAAATAARAGTGTGGARAAT-GAGA
GTTGAAGTGTCC-TAATCCATCAAGCTCGCTGCTACAARTAARAGTGTGGAARAT-GAGA

CTCACCATACCCGIGITCCG——--GCTTG-TGCTCACCGTACCCGTGTTCAGGCTTGTGT
* * kk ok kksk kxk Kk kHkEK * % *kdkok % * ok ok

AAA----TAGGGGGARAAAATTTTCTT-GTT-GT---TGTTGGCTACTCTTTGATTGTGT
AAA----TAGGGGGAAAAAATTTTCTT-GTT-GT---TGTTGGCTACTCITTGATTGTGT

AAA-—---TAGGGGGARAARAATTTTCTT-GTT-GT---TGTTGGCTACTCTITTGATTGTGT
AAA----TAGGGGGARAAWTTTTTCTT-STT-GT---TGTTGGCTACTCTTTGATTGTGT
AAR-—-—TAGGGGGAAAAWTTTTTCTT-STT-GT-~--TGTTGGCTACTCTTTGATTGTGT
ARA-—---TAGGGGGARAAWTTTTICTT-GTT-GT-——-TGTTGECTACTCTTTGATTCTGCT
AAA-—--—-TAGGGGGAAARATTTTTICTT-STT-GT---TGTTGGCTACTCTTTGATTGTGT
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AAA----TAGGGGGAAAAATTTTICTT-GIT-GT-—--TGITGGCTACTCTTTGATTGTGT
AAA----TAGGGGGAAAAATTTTTICTT-CTT-GT-—-TGITGGCTACTCTTTGATTGTGT
AAA----TAGGGGCGARAAWTTTTTCTTCGTT-GT---TGTTGGCTACTCTTTGATTGTGT
ARA--—--TAGGGGGAAAAATTTTTCTT-GTT-GT~--TGTTGGCTACTCTTTGATTGTGT
AAA-——-TAGGGGCAARAAATTTITTCTT-GTT-GT-—-TGTTGGCTACTCTTTGATTGTGT
AAA----TAGGGGGAAARAWTT TTCTT-GRT-GT-—-TGTTGGCTACTCTTTCATTGTG-
ARA----TAGGGGGAAAAATTTITTCTT-GTT-GT---TGTTGGCTACTCTTTGATTGTGT
AAA----TAGGGGGAAAAATTTTTCTT-STT-GT---TGTTGGCTACTCTTTGATTGTGT

TCACCCTTGTGCTGTTCACCTTCTTTCTGTCCGCCCATGCCAAGTTTTCTTCAATCTTGT
* * ok & % kk ok ok * ok * kkkk kk kk

ATTGGACATGAATTTATGTAATTCTGTAATGTTTTTATTCATGT T-—— === —=— == ===~
ATTGGACATGAATTTATGTAATTCTGTAAT G~ == === === == — = ———————
ATTGGACATGAATTT A= ——— == o
ATTGGACATGAATTTATGTARTTCTGT ~ -~ — === == == — === —— = ———mmmm oo
ATTGGACATGAATTTATGTAATTCTGTAATGTTTTTATTATGTTTGCTATATAATAT G~
ATTGGACATGAATTTATGTAATTCTGT — === — === === — oo
ATTGGACATGAATTTATGTAATTCTGT —= === == === =—=—— === == ——mmmmm——— o
ATTGGACATGAATTTATGTAATTCTGTAATGTTTTTATTTATGTTTGCTATATAATATG-
ATTGGACATGAATT TATGTARTTCTET —— == === == == —m = —mmmm e
ATTGGACATGAATT TATETART T -~ == === == == == e
ATTGGACATGAATTTATGTARTTCTGTTATGTTIT -~ —— === === === === ——mmm oo
ATTGGACATGAATTTATGT ART T === === === == mmmm e
AT TGEACAT GAA === ===
ATTGGACATGAATTTATGTAATTCTGTTATGTTTTTATTTATGT TTGCTATATAATATGA
——==GA-ATGA-TTCCTGCCAT TTTTCACTAGAA =~~~ === === ——m——— =
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